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MPH : Miyeloproliferatif Hastalik
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Nmi : N-myc Etkilesen Protein

PDGFR : Trombosit Tiirevi Biiyiime Faktorii Reseptorii
Ph : Filedelfiya

PI3K : Fosfotidilinositol 3-Kinaz

PIAS : Aktif STAT larin Protein Baskilayicilari



PRL : Prolaktin

PRV : Polisitemia Rubra Vera

PTP : Protein Tirozin Fosfataz

PV : Polisitemia Vera

PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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SOCS : Sitokin Sinyal Baskilayicilar

STAT : Transkripsiyon ve Sinyal Doniistiiriicii ve Aktivatorleri
SUMO : Kii¢iik Ubikuitin Bagli Diizenleyici Proteinler

TAD : Karboksi Terminal Transkripsiyonel Aktivasyon Bolgesi
Tpo : Trombopoetin
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1. OZET

Miyeloproliferatif hastaliklar, mutant multipotent hematopoetik kok hiicre
kaynakli olan bir¢ok kronik hematolojik hastaligi biinyesinde barindirmaktadir. Son
calismalarda, JAK2 geninde olusan V617F somatik mutasyonu, polisitemia vera,
esansiyel trombositoz ve idiyopatik miyelofibrozda rapor edilmistir. JAK2 bir
sitoplazmik tirozin kinazi kodlamaktadir. JAK homoloji 2 (JH2) negative regiilator
bolgesinde meydana gelen V617F mutasyonunun, JAK2 kinaz etkinligini arttirdig ve
sitokinden bagimsiz biiylimeye neden oldugu hiicre serileri ve kiiltiir ortamindaki

kemik iligi hiicrelerinde gdsterilmistir.

Polisitemia vera (PV), esansiyel trombositoz (ET) ve miyeloid metaplazili
miyelofibroz (MMM) hastaliklarinda kesfedilen JAK2V617F mutasyonlart bu
hastaliklar1 ileri diizeyde anlamak adina c¢ok Onemli bir gelisme olarak kabul
edilmigtir. Cogu PV ile birgok ET ve MMM hastalar1 JAK2V617F mutasyonu
acisindan pozitif olup, bu mutasyon hematopoetik kok hiicrelerde meydana
gelmektedir. JAK2 aktif bir tirozin kinaz olup, JAK/STAT yolaginmi eritropoetin
reseptorii (EPOR), trombopoetin reseptorii veya graniilosit koloni-uyarici faktor
reseptorii (GCSFR) ile birlikte daha etkin aktiflestirebilme 6zelligine sahiptir. Kemik
iligi transplantasyonu ile JAK2V617F mutasyonu olusturulmus fare ¢alismalarinda,
mutasyonun PV veya miyelofibrozu tetikledigi gosterilmis, kronik miyeloproliferatif
hastalik patogenezinde merkezi bir rol lstlendigi desteklenmistir. Bu calismada,
JAK2V617F mutasyon varligimin kronik miyeloproliferatif hastaliklarin ayirici
tanisindaki Oneminin gosterilmesi amacglanmistir. Mutasyonun somatik olmasi,
hassasiyetin onem kazanmasini saglamis, bu yilizden c¢alismada hibridizasyon prob
yontemini takip eden melting curve analizi tercih edilmistir. Elde edilen bulgular,
mutasyonun dagilimi, mutasyonunun etkileri ve endikasyon kriterlerinin énemine
isaret etmis, yas, cinsiyet, yeterli hastalik hikayesi gibi etkenler de kullanilarak daha

kapsamli bir ¢alisma yapilmasini zorunlu kilmustir.
Anahtar Sozciikler

Esansiyel Trombositoz, JAK2V617F mutasyonu, Kronik miyeloproliferatif

hastalik, Miyeloid metaplazili miyelofibroz, Polisitemia Vera



2. SUMMARY

THE IMPORTANCE OF JAK2V617F MUTATION IN DISTINCTIVE
DIAGNOSIS OF CHRONIC MYELOPROLIFERATIVE DISORDERS

The myeloproliferative disorders comprise a spectrum of chronic
hematologic diseases that are likely to arise from a mutant multipotent
hematopoietic stem cell. In recent researches, V617F somatic mutation in the Janus
kinase 2 gene (JAK2) has been detected in polycythemia vera, essential
thrombocythemia or idiopathic myelofibrosis patients. This gene encodes a
cytoplasmic tyrosine kinase. V617F mutation, which occurs in the JAK homology 2
(JH2) negative regulatory domain, is shown to increase the JAK2 kinase activity
thus causing cytokine-independent growth in cell lines and cultured bone marrow

cells.

The identification of JAK2V617F mutation in polycythemia vera (PV),
essential thrombocytosis (ET), and myelofibrosis (MF) represents an important
advance in understanding these myeloproliferative disorders (MPD). Most patients
with PV and a significant number of patients with ET or MF are JAK2V617F
positive, the mutation likely to be arising in the hematopoietic stem cell lineage.
JAK2 is a constitutively active tyrosine kinase that is able to activate JAK / STAT
signaling most efficiently when co-expressed with erythropoietin receptor (EPOR),
the thrombopoietin receptor (MPL), or the granulocyte colony-stimulating factor
receptor (GCSFR). Data from murine models supports the central role of
JAK2V617F in the pathogenesis of MPD, as expression of JAK2V617F in a bone
marrow transplantation assay results in polycythemia and myelofibrosis in recipient
mice. This study is intended to show the importance of the presence of JAK2V617F
mutation in distinctive diagnosis of chronic myeloproliferative disorders. Because
the mutation is somatic, the sensitivity has become more significant and melting
curve analysis following the hybridization prob method has been preferred. The
resulting findings has pointed to the importance of mutation distribution, mutation
effects and indication criteria and it has made it necessary to do a more
comprehensive study using the factors such as the age, gender and sufficient

disorder story.
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3. GIRIS ve AMAC

Teknolojinin bilimin ayaklar1 altina serdigi olanaklarin artmasi, daha 6nce
ayni kategoride degerlendirilen; ama giiniimiizde net ¢izgilerle ayrilabilen hastalik
sayisindaki artig, dogru tani kriterlerinin kullanilmasini, hastanin hastaliginin erken
teshisine ve tedavisine gecilmesine olanak saglamistir. Tani i¢in hekim bazli tani
kriterlerinin varligi hastaya konulan tanilarin hekime gore degisiklik gostermesine
sebep olmakta, kimi zaman geri doniisii olmayan sorunlara sebep olmaktadir. Tibbin
oniline gecilemez bir ivme kazandig1 giiniimiizde tani i¢in kullanilan kriterlerin bir
standart yakalamas1 gerekliligi inkar edilemez bir boyuta ulagsmistir. Calismamiz bu
standardin 6nemine ve gerekliligine isaret etmektedir. Calismamizda JAK2V617F
mutasyon varliginin kronik miyeloproliferatif hastaliklarin ayirici tanisindaki
Ooneminin gosterilmesi amaglanmistir.Yeni bilimsel gelismelerle tip alaninda da
birbirine benzer hastaliklar birbirinden net c¢izgilerle ayrilmaya baslamistir. Bu
baglamda tibbi genetik bu ayrimi yapmada énemli bir rol iistlenmektedir. Ozellikle
hematolojik hastaliklarin birbirine benzer hikayeleri hastaliga yaklagimda ve tedavi
siirecinde aksakliklara ve beklenmedik sonuclara sebep olabilmektedir. 2005 yilinda
bulunan bir somatik mutasyon —-JAK2V617F- kronik miyeloid hastaliklar1, benzer
hastaliklardan ayirmak icin kullanilan anahtar bir rol iistlenmektedir. Oyle ki bu
mutasyon, miyeloproliferatif hastaliklar1 diger hastaliklardan ayirmada akla ilk
gelen ¢oziim olmaktadir. Ozellikle PV’da yaklasik %95 oranminda goriildiigii
diistintiliince bu hastaligin ayiric1 tanist i¢in gerekliligi kaginilmaz goriinmektedir.
Saptandig1 ilk giinden giiniimiize; tanindik¢a mutasyonun, temel kriter olarak
kullanilmas1 ka¢inilmaz olmus, sadece KMPH siiphesi durumunda bile varligi
sorgulanmigtir. Bu mutasyon, giiniimiizde artik sadece KMPH tanisi i¢in degil, diger
benzer hastaliklar1 KMPH’dan ayirmada da vazgecilmez olmaktadir. Mutasyon
varliginin hastalarin endikasyon bilgisiyle dogrudan iliskili olabilecegi, yanls tani
ya da kullanilan hastalik tani kriter farkliliginin mutasyonun hastalik igerisindeki
dagilima etkisinin boyutu sorgulanmistir. Hekimlerin mutasyon sorgularken KMPH
siiphesi tasidiklar1 ya da KMPH’1 dismalamak i¢in bodyle bir yol izledikleri
netlesmeden mutasyonun popiilasyon igerisindeki dagilimi konusunda dogru ve

kesin bir bilgiye ulasmak da miimkiin goérinmemektedir. Calismanin, hekimler



arasindaki farkli tani kriterlerinin bir standarda sahip olmasinin gerekliligi

konusunda literatiire katki yapmas1 beklenmektedir.



4.GENEL BILGILER

4.1.Klasik miyeloproliferatif hastaliklar

Miyeloproliferatif hastalik (MPH) terimi ilk kez 1951°de Dameshek
(Dameshek 1951) tarafindan esansiyel trombositemi (ET), polisitemia vera (PV),
miyeloid metaplazili miyelofibroz (MMM) ve kronik miyeloid 16semi (KML) deki
klinik-patolojik benzerlikleri ortaya koymak icin kullanlmistir. Daha sonra, bu
hastaliklarin miyeloid ve lenfoid hiicre serilerini kapsayan ve biyolojik olarak
birbiriyle iligkili klonal kok hiicre hastaliklar1 olduklar: fark edilmistir (Fialkow et al
1967, Barr and Fialkow 1973, Adamson et al 1976, Fialkow et al 1977, Fialkow et al
1978, Jacobson et al 1978, Martin et al 1980, Fialkow et al 1981). Digerlerinden
farkli olmak iizere bunlardan sadece KML’de hastalia sebep olan bir mutasyon
(ber/abl) saptanmustir (Nowell and Hungerford 1960). Tanimlamada kolaylik
saglamasi amaciyla diger 3 hastalik (ET, PV ve MMM) bcr/abl-negatif klasik
MPH’lar olarak siniflandirilarak bcr/abl varligiyla tam1 konulan Kronik Miyeloid
Losemi (KML)’ den, miyeloid, graniilosit ve megakaryositik elemanlarin her {igiinde
hematopoezin durmasiyla karakterize olan miyelodisplastik sendromdan (MDS) ve
heterojen kategori olup diger biitiin kronik miyeloproliferatif hastaliklari igeren
“atipik” MPH’dan ayrilmiglardir. Bu simiflandirma, MDS’de daha nadir goriilen bir
somatik nokta mutasyonu (Janus kinaz 2 [JAK2] mutasyonu, JAK2V617F) ile
desteklenmektedir (Baxter et al 2005, James et al 2005, Jones et al 2005, Kralovics
et al 2005, Levine et al 2005, Steensma et al 2005, Zhao et al 2005) (Tablo 2).

4.1.1 Esansiyel Trombositoz

4.1.1.1. Tam

Kullanilan ET tami kriteri direngli, reaktif olmayan trombositoz (normal
trombosit sayisindaki artig) ve hemen sonrasinda ET benzeri KML, PV, MDS ve
MMM (hiicresel fazdaki dahil) gibi diger miyeloid hastaliklarin diglanmasidir
(Schafer 2004, Tefferi and Murphy 2001, Murphy et al 1997) (Tablo 1).

Trombositozu olan bir hastaya yaklasimda ilk olarak reaktif trombositoz (RT)

olasilig1 dikkate alinmaktadir (Robbins and Barnard 1983, Santhosh-Kumar et al



1991, Buss et al 1994, Yohannan et al 1994, Chen et al 1999, Chuncharunee et al
2000) (Tablo 3).

Tablo 1. ET i¢in Diinya Saghk Orgiitii (DSO) tarafindan dnerilen giincellenmis
tam kriterleri (Tefferi et al 2007)

1. Devam eden trombosit sayisinda artig, > 450 x 10°/L,

2. Kemik iligi biyopsisinde o&zellikle geniglemis, olgun megakaryosit
sayisinda artis ve ndtrofil graniilopoezinde ya da eritropoezde onemli bir

artisin olmamasi,

3. PV, KML, MDS ve diger miyeloid neoplazmlara ait DSO kriterlerini

karsilamamak,

4. JAK2V617F mutasyonu ya da diger klonal belirteclerin bulunmasi ya da
herhangi bir klonal belirtegin olmamast durumunda reaktif tromboz

bulgusunun gézlemlenmemesi,

Tani i¢in 4 kriterin mutlak varlig1 gerekmektedir.

4.1.1.2. Prognoz ve Tedavi

Esansiyel trombositemide neredeyse normal bir yasam standardi gézlendiginden
hicbir tedavi yontemi sagkalim siiresini arttirma amacli olmamaktadir (Rozman et al
1991, Passamontiet al 2004). Vaskiiler sorunlar1 6nleyici tedavi, tromboza neden
olan risk faktorlerinin varlig1 ve yokluguna gore degisiklik gostermektedir (Tefferi
and Murphy 2001). Mikrovaskiiler belirtiler, diisitk doz (40-100 mg) aspirin ile
kontrol altinda tutulmaktadir (McCarthy, Eichelberger, Skipworth and Danielson
2002).



Tablo 2. Kronik Miyeloid Hastahklarin kismi-molekiiler simiflandiriimasi
(Tefferi and Gilliland 2006)

1. Miyelodisplastik Sendrom
2. Miyeloproliferatif Hastaliklar

Klasik Olanlar

I. Molekiiler olarak tanimlanmis
Kronik Miyeloid Losemi

II. Klinik-patolojik olarak belirlenmis (bcr/abl ve sikhkla JAK2Y'F ile iliskili
olan)

1. Esansiyel trombositemi

2. Polisitemia vera

3. Miyeloid metaplazili miyelofibroz

Atipik Olanlar

I. Molekiiler olarak tanimlanms

1. PDGFRA-yeniden diizenlenmis eozinofilik/mast hiicre hastaliklar1 (FIPILI-
PDGFRA vb)

2. PDGFRB- yeniden diizenlenmis eozinofilik hastaliklar (TEL/ETV6-PDGFRB vb)
3. c-kit mutasyonuyla iliskilendirilen sistemik mastositoz (c-kit”*'®")

4. 8p11 miyeloproliferatif sendrom (ZNF198/FIM/RAMP-FGFRI vb.)

I1. Klinik-patolojik olarak belirlenmis (daha az JAK2YOF mutasyonu goriilen)
1. Kronik noétrofilik 16semi

2. Kronik eozinofilik 16semi, molekiiler olarak tanimlanmamis

3. Hipereozinofilik sendrom

4. Kronik bazofilik 16semi

5. Kronik miyelomonositik 16semi

6. Juvenil miyelomonositik 16semi (PTPN11 ve NF1I gibi RAS sinyalizasyon yolagi
mutasyonlartyla iliskilendirilmis)

7. Sistemik mastositoz, molekiiler olarak tanimlanmamais

8. Siniflandirilmamis miyeloproliferatif hastaliklar

(JAK 2: Janus Kinaz 2, PDGFR: Trombosit tiirevi biiytime faktorii reseptorii)



Tablo 3. Primer ve reaktif trombositoz nedenleri (Robbins and Barnard 1983,
Santhosh-Kumar et al 1991, Buss et al 1994, Yohannan et al 1994, Chen et al 1999,
Chuncharunee et al 2000)

Primer Trombositoz Reaktif Trombositoz

Esansiyel Trombositemi Enfeksiyon

Polisitemia Vera Doku hasar1

Miyeloid Metaplazili Miyelofibroz | <ok enflamasyon

(belirgin) Timor varlig

Miyeloid Metaplazili Miyelofibroz | Duzeime fazindaki trombositoz

(hiicresel fazda) Renal hastaliklar

Kronik Miyeloid Losemi Hemolitik anemi

Miyelodisplastik Sendrom Splenektomi sonras1 donem

Akut Lsemi Kan kayb1

4.1.2.Polisitemia Vera
4.1.2.1. Tam

Genel olarak, hematokrit (Hct) diizeyinin yilikselmesi, eritrosit liretiminde gergek bir
artis1 gostermiyor olabilir (Tablo 4).

Tablo 4. Polisiteminin simflandirilmasi (Tefferi 2003)

Goriiniir polisitemi

Relatif polisitemi (Isbister 1987)

Asirt “yiiksek-normal” degerlerde (Fairbanks and Tefferi
2000)

Gergek Polisitemi

Polisitemia vera (Tefferi 2003)

Sekonder polisitemi

A.Konjenital



I. Yiiksek ya da normal serum EPO (eritropoetin) diizeyi ile

iliskilendirilmis

a. Hippel-Lindau gen mutasyonu ile iliskili Chuvash ve diger

polisitemiler (otozomal resesif) (Ang et al 2002)

b. Yiiksek oksijen-egilimli hemoglobinopati (otozomal

dominant) (Moo-Penn et al 1980)

c. 2,3-Difosfogliserat mutaz eksikligi (otozomal resesif)

(Galacteros et al 2005)

d. Patogenetik olarak tamimlanamayan vakalar (Cario 2005,
Gordeuk et al 2005)

I1. Diisiik serum EPO diizeyiyle iligkilendirilmis

EPO reseptoriinii etkinlestiren mutasyon (otozomal dominant)

(Sokol et al 1995)

B.Sonradan Kazanmilmis

I. EPO Aracili

Hipoksi sebepli

Merkezi Hipoksik Proses

1. Kronik Akciger Hastalig1 (Vanuxem et al 1977)

2. Sagdan-sola kardiyopulmoner vaskiiler santlar (Tyndall et al

1987)

3. Yiiksek rakimda yasam alani (Milledge and Cotes 1985)

4. Karbon Monoksit (CO) zehirlenmesi (DiMarco 1988)

5. Sigara i¢en polisitemisi (uzun donemli CO maruz kalma) (Smith

and Landaw 1978)

6. Azalan solunum sendromlar1 (uyku apnesi vb) (Hoffstein et al

1994)

Perifer Hipoksik Proses

1. Smirlandirilmig

2. Renal arter daralmasi (Hudgson et al 1967)

b. Hipoksiden bagimsiz (patolojik EPO {iiretimi)

Koti huylu tiimorler

1. Hepatohiicresel karsinom (Ndububa et al 1999, Matsuyama et al
2000)
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2. Renal hiicre kanseri (Wiesener et al 2002)

3. Beyincik hemangiyoblastomasi (Skultety et al 1970)

4. Paratiroid karsinom (Weinstein 1991)

Habis olmayan durumlar

1. Rahim lejyomalar1 (Suzuki et al 2001)

. Renal kistler (polikistik bobrek hastaligi) (Jermanovich 1983)

. Feokromositoma (Drénou et al 1995)

AW

. Meningiyoma (Bruneval et al 1993)

II. Kimyasal Etkenli
EPO alimi (Spivak 2001)

Androjen preparatlariyla tedavi (Dickerman et al 1998)

M1 Bilinmeyen Mekanizmalar

Post-renal transplant eritrositoz (Wickre et al 1983, Glicklich et al
1999, Mrug et al 2004)

Geleneksel olarak PV tanisi, PV ¢alisma grubunun ana kriterine gore -artmis
kirmizi kan hiicre kiitlesi- ile konulmaktadir (Wasserman 1971). Giinlimiizde yanlis
taniy1 onlemek amaciyla, PV caligma grubu kriteri olan artmis kirmizi kan hiicre
kiitlesi yerine &ncelikli olarak klinik durum, serum EPO diizeyi ve Ki histolojisi
degerlendirmeye alinmaktadir (Tefferi 2003).

PV’de serum EPO degeri genellikle diisiik olup, normal olarak da
seyredebilir (Cotes et al 1986, Messinezy et al 2002, Mossuz et al 2004), ancak
neredeyse higbir vakada yiliksek deger saptanmamistir (Messinezy et al 2002,
Mossuz et al 2004).

Diisiik serum EPO diizeyi, PV’ nin morfolojik olarak ispatlanabilmesi i¢in
kemik iligi biyopsisini ve JAK2V617F mutasyonu taramasini zorunlu kilmaktadir
(Thiele et al 2001, Baxter et al 2005, James et al 2005, Kralovics et al 2005, Levine
et al 2005). Etkinlesen JAK2 tirozin kinaz PV hastalarinin neredeyse hepsinde
goriiliirken, sekonder eritrositozu olanlarda saptanmaz (Baxter et al 2005, James et
al 2005, Kralovics et al 2005, Levine et al 2005). Bu yiizden polisiteminin diger
sebeplerini dislamada JAK2V617F mutasyonunun taranmasi tavsiye edilmektedir

(Tefferi and Barbui 2005).
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Normal serum EPO diizeyine sahip hastalarda kemik iligi biyopsisi ve
JAK2V617F mutasyonu taramasi gerekliligi, PV’yi isaret eden diger klinik (kasinti,
eritromegali, splenomegali, arteryel ya da ven trombozu) ya da laboratuvar
gostergelerine (trombositoz, 16kositoz, artmig 16kosit alkalin fosfataz degeri, yiliksek

Hct degeri) baglidir (Tefferi and Barbui 2005).

Tablo 5. PV icin DSO tarafindan énerilen giincellenmis tam Kriterleri (Tefferi et

al 2007)

A. Temel (Major) Kriterler

1. Hemoglobin diizeyinin erkeklerde 18.5 g/dL, kadinlarda 16.5 g/dL’den

yiksek olmasi1 ya da artan kirmizi hiicre hacmini gosteren diger kanitlar,

2. JAK2V617F mutasyonu ya da JAK?2 ekson 12 mutasyonu gibi fonksiyonel

olarak benzer bagska mutasyonlarin varligi,
B.Yardimci (Minér) Kriterler

1. Kemik iligi biyopsisinde 3 farkli hiicre serisinde (eritroid, graniilosit ve

megakaryosit) yogun artis,

2. Serum eritropoetin (Epo) diizeyinin normal referans araligindaki degerin

altinda olmasi,
3. In vitro ortamda endojen eritroid koloni olusumu,

Tani i¢in her iki major kriter ve bir mindr kriterin varligi veya birinci major

kriter ve iki minoér kriterin varligi gereklidir.

4.1.2.2.Prognoz ve Tedavi

Giincel olarak PV’da belirlenen risk faktorleri ve risk katmanlar1t ET’dekilere
benzemektedir (Tablo 4) (Berk et al 1995, Gruppo Italiano Studio Policitemia
1995). PV tedavisinin temel tasini flebotomi olusturmaktadir (Hedef hct degeri,
erkeklerde <%45 ve kadinlarda %42) (Tablo 5) (Berk et al 1995). Flebotomiden
baska tek bagina sagkalimi arttiracak bir tedavi yontemi bulunmamaktadir (Berk et
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al 1995). Dogurgan yastaki kadinlarda interferon-alfa (IFN-a) kullanimi yaygindir.
Glincel bir ¢alismada, yan etkinin s6z konusu olmadigi durumlarda, PV hastalari
icin disiik doz aspirin Onerilmektedir (European Collaboration on Low-Dose
Aspirin in Polycythemia Vera Investigators 2004). Tablo 6, PV’nin tedavi
algoritmasini gostermektedir.

Tablo 6. PV’nin tedavi algoritmasi (Tefferi 2003)

Diisiik Flebotomi ve Uygun degil Flebotomi ve
Risk disiik doz diisiik doz aspirin
aspirin
Orta Risk Flebotomi ve Uygun degil Flebotomi ve
diistik doz diisiik doz aspirin
aspirin
Yiiksek Flebotomi + Flebotomi + Flebotomi + interferon alfa
Risk hidroksiiire hidroksiiire ve diisiik doz aspirin
ve diisiik doz ve diisiik doz
aspirin aspirin

4.1.3. Miyeloid Metaplazili Miyelofibroz

3.1.3.1 Tam

Tipik MMM, displastik megakaryositik hiperplazi, kolajen ve retikiilin
fibrozu, osteoskleroz ve intrasiniisodal hematopoez ile karakterize olmaktadir.
Hiicresel faz MMM’de, kemik iligi fibroz derecesi minimal olabilmekte, fakat
splenomegali, miyelofitizis ve artmig laktik asit dehidrogenaz diizeyi siklikla
saptanmaktadir. Kemoterapi gérmemis MMM hastalarinin yaklasik %50’sinde
sitogenetik bozukluklular goriilmektedir (Tefferi 2001). Bunlardan en yaygin
olanlar: del(20)(ql1;q13), del(13)(q12;922), trizomi 8, trizomi 9, t(1;7),
del(12)(p11;p13), kromozom 7’de monozomi ya da uzun kol(q) delesyonlar1 ve
trizomi 1q’dur (Reilly et al 1997, Tefferi 2001).
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Tablo 7. Kemik iligi fibrozu nedenleri

Hematolojik Hastahklar Hematolojik Olmayan
Miyeloid Lenfoid Hastaliklar
Miyeloid metaplazili | Tiiyld hiicre [6semisi Metastatik kanser
miyelofibroz (Shehata et al 2004) (Kiely and Silverstein
(Tefferi 2000) 1969)
Kronik miyeloid 10semi Hodgkin lenfoma Oto-immun
(Buesche et al 2003) (Meadows et al 1989) miyelofibrozu
(Paquette, Meshkinpour
and Rosen 1994)
Miyelodisplastik sendrom | Non-Hodgkin lenfoma Sistemik lupus
(Steensma, Hanson, Letendre | (Matsunaga et al 2004) eritemotoz
and Tefferi 2001) (Inoue et al 1992)
Kronik miyelomonositik 16semi Multipl Myelom Kala-azar
(Tefferi, Hoagland, Therneau (Meerkin, Ashkenazi, (Rocha Filho et al 2000)
and Pierre 1989) Gottschalk-Sabag and
Hershko 1994)
Kronik eozinofilik 16semi Tiiberkiiloz
(Michel et al 1991) (Viallard et al 2002)
Sistemik mastositoz (Baek, Li, Papet hastalig1
Pardanani,  Butterfield and (Murrin and Harrison
Tefferi 2002) 2004)
Akut megakaryositik 16semi HIV enfeksiyonu
(Ruiz-Arguelles et al 1986) (Sitalakshmi,
Srikrishna and Damodar
2003)

Diger akut miyeloid 16semiler
(Mori et al 2000)

Renal osteodistrofi
(Nomura et al 1996)

Akut lenfositik 16semi
(Wallis and Reid 1989)

Hiperparatiroidizm
(Kumbasar et al 2004)

Akut  miyelofibroz  (Thiele, Gri trombosit sendromu
Krech, (Falik-Zaccai et al
Vykoupil and Georgii 1984) 2001)
Habis histiositoz Ailesel infantil
(Hasselbalch 1990) miyelofibroz

(Sheikha 2004)
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Tablo 8. MMM i¢in DSO tarafindan 6nerilen giincellenmis tam kriterleri (Tefferi et al
2007)

A. Temel (Major) Kriterler

1. Megakaryosit sayisinda artis ve retikiilin ve/ya kolajen fibrozu esliginde
megakaryositik  degisikliklerin ~ varligr.  Retikiilin ~ fibrozunun  yoklugunda
megakaryositik degisikliklerle birlikte graniilositik artisla karakterize, artmis kemik

iligi hiicre sayisinin gézlemlenmesi.
2. PV, KML, MDS ve diger miyeloid neoplazmlara ait DSO kriterlerini karsilamamak,

3. JAK2V617F mutasyonu ya da diger klonal belirteglerin (6rn. MPL515W>L/K)
bulunmasi ya da herhangi bir klonal belirtecin olmamasi durumunda enflamatuvar ya
da Dbagka neoplastik hastalik kaynakli kemik iligi fibrozu bulgusunun

gbzlemlenmemesi,

B.Yardimci (Minér) Kriterler

1. Lokoeritroblastoz,

2. Serum laktat dehidrogenaz seviyesinde artis,
3. Anemi,

4. Somut splenomegali,

Tani i¢in 1i¢ major kriter ve iki minér Kkriterin varligi gereklidir.

4.1.3.2 Prognoz ve Tedavi

Klinik bulgulardaki ve prognozdaki benzerlikler nedeniyle, post-polisitemik
miyeloid metaplazi ve post-trombositemik miyeloid metaplaziye, agnojenik
miyeloid metaplaziye benzer sekilde yaklagilmaktadir (Tablo 8). Genel olarak,
MMM’de ila¢ tedavisinin sagkalim siiresi iizerinde etkisi gosterilememis, ilag

tedavisi sadece belirtileri hafifletme amaciyla uygulanmigtir. Benzer sekilde, hem
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splenektomi hem bolgesel radyasyon tedavisi MMM tedavisinde hafifletici roller
iistlenmislerdir. Allojenik hematopoetik kok hiicre transplantasyonunun (AHSCT)
etkili olarak uygulanabildigi gosterilmistir. Sonug olarak, tanimlanan risk faktorleri
AHSCT i¢in uygun hastalar1 segmek amaciyla kullanilmaktadir (Tablo 9) (Dupriez
et al 1996, Cervantes et al 1997, Tefferi et al 2001).

Tablo 9. Miyeloid Metaplazili Miyelofibroz risk tablosu (Tefferi and Barbui
2005).

Kategori | Hemoglobin Yapisal Dolagimdaki Beyaz Kan | 13g- ya da 20g-
<10g/dL belirtiler blast >%1 | hiicresi disindaki
(175,176) (175) (175) >30x10°/L ya da | sitogenetik
<4x10°/L (176) | bozukluklar (173)
Diisiik Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir
Orta Yukaridaki 6zelliklerden 1 tanesinin olmasi durumunda
Yiiksek | Yukaridaki 6zelliklerden 2 veya fazlasinin olmasi durumunda

Birbirinden bagimsiz 5 faktér diisiik sagkalim siiresi ile iligkilendirilmistir: Bu
bulgularin yoklugunda, ortalama sagkalim siiresi 10 yila kadar uzamaktadir.
Ortalama sagkalim siiresi, bu bulgularin birinin varliginda 5-10 yil, en az ikisinin
varliginda 5 yilin altinda olmaktadir (Tablo 9) (Dupriez et al 1996, Cervantes et al
1997, Tefferi et al 2001).

4.1.4. Kronik Miyeloid Losemi

KML, her cesit eriskin ya da eriskin olmayan graniilositin birikimiyle —
16kositoz — karakterize olan bir hematopoetik kok hiicre hastaligidir. KML klasik
olarak Philedelphia (Ph) kromozomunun varlig1 ile iligskilendirilmistir (Faderl et al
1999). Kromozom 9°da proto-onkogen c-abl iceren bolge ile kromozom 22’de ber
lokusundaki  kirilma noktasinda bulunan genetik materyalin  resiprokal
translokasyonu ile karakterize olup ilk defa 1960’da Nowell ve Hungerford
tarafindan tanimlanmistir. Bu degisim, KML’nin tami kriteri olup hastalarin
%95’inde bulunmaktadir. Bazi KML hastalarinda translokasyon kirilma noktasina
yakin, biiyiikk delesyonlar goriilebilmekte, bodyle hastalarin prognozu zayif
olmaktadir (Sinclair et al 2000).
Abl proteinleri sinyal iletiminde ve hiicre biiyiimesi regiilasyonunda onemli role

sahip non-reseptor tirozin kinazlardir (Wang 1993). ABL ve BCR’daki farkl1 yapisal
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bozukluklar ber/abl’nin 16semik doniisiimiinii kolaylastirmaktadir. Olusan flizyon
iiriinii ber/abl, artan ve regiilasyonu bozulan tirozin kinaz etkinligiyle p210 olarak

ABL
5 b

adlandirilan bir fiizyon proteinini kodlamaktadir. Normal P14 in etkinligi ve

hiicreici lokalizasyonu integrinler ile regiile edilmektedir.

BCR/ABL;

a) bir mitojen olarak ¢alisip Ras sinyal iletim yolagini etkinlestirerek, c-myc ve c-
fos’un artisina ve dolayli olarak gen transkripsiyonunda artisa (Verfaillie 1998) ve
siklin-D kompleksi aktivasyonuna neden olur (Afar, McLaughlin, Sherr, Witte and
Roussel 1995). Siklin bagimli kinazlar hiicre dongiisiinde hiicrelerin G1 fazindan S
fazina gegmesine olanak saglar.

b) Apoptozu engelleyerek hiicre birikimine neden olur (Bedi, Zehnbauer, Barber,
Sharkis and Jones 1994).

c) a4b integrinleri normal Onciil hiicrelerin ilik mikro ortaminda yapigmasini ve
boylece Onciil proliferasyon ve farklilasmanin gergeklestirilmesini sagladiklari igin
onemlidirler. BCR/ABL, normal integrin etkinligini azaltarak onciil hiicrelerin
stromal elemanlara yapismasini engeller. Boylece kok hiicreler fizyolojik inhibitor
regililasyonundan kacabilmektedirler (Verfaillie 1998).

Hastalik doniisiimii, diger sitogenetik ve molekiiler degisiklikler ile karakterize
olmaktadir. En yaygin sitogenetik degisiklikler trizomi 8, izokromozom 17q ve g¢ift

Ph kromozomudur (Mitelman 1993).

4.1.4.1. Tedavi
Hidroksitire KML tedavisinde ilk kez 1972 yilinda kullanilmas, iyi toksisite

grafigi KML’de tercih edilen bir ajan olmasini saglamistir (Rushing, Goldman,
Gibbs, Howe and Kennedy 1982). 1980’lerde IFN’nin hastalik iizerindeki etkisi

kesfedilmis ve giiniimiizde en yaygin KML tedavi ajan1 olarak kabul gormiistiir.

4.2 Jak-STAT Sinyal Iletim Yolag

Sitokinler bazi hematopoez ve immiin yanitlarinin diizenlenmesini saglar. Bu
diizenlemeleri JAK / STAT sinyal yolaginin aktivasyonu ile gergeklestirirler. STAT’
lar (transkripsiyon ve sinyal doniistiiriicii ve aktivatorleri) (Statl, 2, 3, 4, 5a, 5b ve 6)

yapisal ve fonksiyonel benzerlikleri olan 7 farkli iiyeli bir protein ailesidir. JAK lar
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(Janus Kinaz) (Jakl, Jak2, Jak3 ve Tyk2) reseptor-olmayan tirozin kinaz ailesinin 4
iiyesidir. Bu kinazlar belirli STAT’lar fosforile ederek aktif hale gegirirler. STAT
aktiflestikten sonra kalitsal ve edinilmis immiin cevaplar1 diizenlemede kritik bir rol
istlenir. En az iki STAT sinyal iletiminin diizensizligi hiicresel bagkalasim ile
iliskilidir.

STAT lar, sitokinlerin biiyilk hematopoetin alt grubu ve baglandiklar1 korunmus
reseptdr aileleri i¢in sinyal iletirler. Bunlar IFN ailesini (IFN-o/B, IFN-y, interlokin
IL-10, IL-19, IL-20, IL-22), gp130 ailesini (IL-6, IL-11, OSM, LIF, CT-1, G-CSF,
IL-12, IL-23, Leptin, CTNF, NNT-1/BSF-3), yC ailesini (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-
15, IL-21) ve reseptorlerin tek zincir ailesini [Epo, GH, PRL (Prolaktin), Tpo
(Trombopoetin) | kapsamaktadir (Schindler and Strehlow 2000). STAT’lar ayrica
epidermal biiytime faktorii reseptorii (EGF-R), CSF-1R ve PDGF-R gibi tirozin
kinaz reseptorleri ile de aktive edilebilirler (Leonard and O’Shea 1998, Schindler
and Strehlow 2000). JAK / STAT yolagindaki sinyal iletimi sitokinin ilgili reseptore
baglanmasiyla tetiklenir (Kisseleva et al 2002). Bu durum reseptoriin sitoplazmik
boliimiinde yapisal degisikliklere neden olur ve bdylece reseptore bagh JAK ailesi
kinazlarinin aktiflesmesine olanak saglanir. Buna karsilik JAK’lar, 6zgiil tirozin
reseptor rezidiilerinde fosforilasyonu diizenleyerek daha sonra STAT lar ya da diger
sinyal iletici molekiillerin baglanabilecegi alanlar olusturur. Reseptdre baglanan
STAT’lar da JAK tarafindan tek tirozin rezidiileri lizerinden fosforile edilir. Aktif
STATlar, reseptorden ayrilir, dimerize olur, ¢ekirdege gecer ve enhancer dizisi

ailesinin GAS (Gamma Tarafindan Etkinlesen Bolge) liyelerine baglanir (Sekil 1).

18



RS N —

= i

S s

Nucleus

Sekil 1. Jak-STAT sinyal yolagi. Ligand baglandiktan hemen sonra, sitokin bagh
JAK’lar etkinlesir. Etkinlesen JAK’lar daha sonra STAT’lart fosforlar ve
etkinlestirir. Aktif STAT’lar reseptdrden ayrilir, dimerik yap1 olusturur, ¢ekirdege
gecer ve GAS “enhancer” ailesine baglanir. (Kisseleva et al 2002)

4.2.1 JAK Kinazlar
4.2.1.1. JAK yapist

JAK dizilerinin karsilagtirilmasi ile 7 bolgenin yiiksek homoloji, JH1-JH7
gosterdigi saptanmistir (Sekil 2) (Kisseleva et al 2002). Bu bélgelerin biyolojik
aktiviteleri tam olarak anlasilmamakla beraber bazi bolgeler ¢ok iyi taninmaktadir
(Leonard and O’Shea 1998, Ihle 2001). JH1’in kinazi kodladigi gdsterilmistir.
JH2’nin bir psdddkinaz bolgeye isaret ettigi ve JH1 in katalitik aktivitesi i¢in gerekli
oldugu belirtilmistir (Yeh, Dondi, Uze and Pellegrini 2000). Amino-terminal JAK
homoloji bolgeleri (JH3-JH7) reseptor baglanmasiyla iliskilidir. Fakat, JH7
bolgesinin bu etkilesimdeki rolii heniiz agiklanamamustir.
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Sekil 2. JAK ve STAT’in yapisal gosterimi. JAK’lar JH1-JH7 gibi yiiksek homoloji
gosteren bolgelere sahiptir. JH1’ in kinazi kodladigi gosterilmistir. JH2, JH1 in katalitik
aktivitesini diizenleyen bir psodokinaz bolgesidir. JH3-JH7 reseptér baglanmasindan
sorumludurlar. STAT’lar da JAK’lar gibi, bir amino terminal bolgesi (NH2), bir
burgulanmis-burgu bolgesi, bir DNA baglanma bdlgesi (DBD), bir baglayici bolge, bir SH2
bolgesi ve bir tirozin aktivasyon bolgesi (P ile isaretli) gibi bir¢ok korunmus bolge igerirler.
Karboksi terminal transkripsiyonel aktivasyon bolgesi (TAD) fonksiyonel olarak korunmus
olsa da dizide korunmamustir. (Kisseleva et al 2002).

4.2.1.2. Amino terminali

Amino-terminal JAK bdélgesi 550 aminoasit icerir ve aile {iyeleri igerisinde
farklilik gosterir. N-terminal bolgesi islevsel olarak reseptdr baglanmasindan ve bu
baglanmanin 6zgilliiglinden sorumludur (Leonard and O’Shea 1998, Thle 2001).
Son zamanlarda kullanilan yapisal modellemeler JH3-JH4 bdlgelerinin SH2
bolgesiyle bazi benzerlikler gosterdigini ve JH4-JH7 bdlgesinin protein-protein
etkilesimini saglayan FERM bolgesi ile homoloji gosterdigini kanitlamistir (Girault,
Labesse, Mornon and Callebaut 1998).

4.2.1.3. Psodokinaz bolgesi

Psodokinaz bolgesinin varligi JAK’lar1 diger protein tirozin kinazlardan
ayirir (Thle 2001). Bu kinaz benzeri bolge (KL), bona fide tirozin kinazin katalitik
aktivitesi digindaki tim yapisal ozelliklerine sahiptir. KL’nin rolii net olarak

aciklanamamis olsa da kinaz bdlgesinin aktivitesini diizenledigine dair bulgular
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artmaktadir. Ornegin, KL delesyonu Jak2’nin hiperaktivasyonuna neden olur. Bu
olay Drosophila JAK’1 Tum-1 i¢in de rapor edilmistir (Leonard and O’Shea 1998).
Drosophila JAK’daki bu islev arttirict mutasyon bir hematosit tiimore neden

olmaktadir (Velazquez et al 1995, Yeh et al 2000).

4.2.1.4. Tirozin kinaz bolgesi

JH1’deki korunmus kinaz bdlgesi bir tirozin kinazin klasik ozelliklerini tagir
(Hubbard and Till 2000). Aktivasyon dongiisiiniin en dnemli boliimiinii olusturan
korunmus tirozinleri de kapsar; JAK1’de Y1038/Y1039, JAK2’de Y1007/1008,
JAK3’de Y980/981, Tyk2’de Y1054/Y1055 (Leonard and O’Shea 1998). Bu ikili
tirozinin fosforilasyonu konformasyonel bir degisiklige sebep olarak substrat

baglanmasini kolaylastirir (Hubbard and Till 2000).

4.2.2. JAK2 ve kronik miyeloproliferatif hastaliklardaki patogenezi

Jak2 fonksiyonu ilk olarak biyokimyasal yaklasimlar ile ele alinmistir. Bu
caligmalarda tek zincirli reseptorler (Epo-R, Tpo-R, GH-R, PRL-R vb.), IL-3
reseptor ailesi (IL-3R, IL-5R ve GM-CSF-R), gp130 reseptor ailesi ve sif II
reseptOr sitokin ailesi iiyeleri araciligiyla gerceklesen sinyal iletiminde JAK2’nin
fonksiyonu oldugu goézlemlenmistir (Schindler and Strehlow 2000). Jak1’in aksine,
Jak2 knockout siganlar gebeligin 12,5. giliniinde embriyonik fetal fenotip
sergilemistir. Analog olarak Epo - / - knockout sicanlarda goriildiigii gibi, 6liimler
mutlak eritropoez yokluguyla iliskilendirilmistir (Wu et al 1995, Neubauer et al
1998, Parganas et al 1998). Bu ¢alismalar Epo sinyal iletimi i¢cin JAK2 etkinliginin
gerekli oldugunu ortaya koymustur. Yine bu ¢alismalarda, Jak2’nin Epo disinda IL-
3, GM-CSF, IL-5, Tpo ve IFN-y iletim yolaklarinda da etkin oldugu gosterilmistir
(Kisseleva, Bhattacharya, Braunstein and Schindler 2002).

JAK2’nin psddokinaz bolgesindeki (JH2) Valin 617, JAK2’nin kinaz
bolgesiyle (JH1) onemli bir benzerlik gosterirken, katalitik etkinlikten yoksundur.
JAK2 JH2’nin delesyonu, JAK?2 kinaz etkinliginin artisina neden olur (Saharinen,
Takaluoma and Silvennoinen 2000). Bu psddokinaz bolgesinin, FLT3’teki gibi
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reseptOr tirozin kinazin juxtamebran bolgesindeki oto-inhibitor role benzer bir rol
iistlendigi diisiiniilmektedir (Griffith et al 2004).

JAK/STAT sinyal iletim yolagi hiicresel proliferasyon ve hiicre sag
kaliminda kritik rollere sahiptir (Levy and Darnell 2002, Benekli et al 2003, Melzner
et al 2005). Ornegin, JAK2 knock-out sicanlarda, hematopoezde miyeloid onciiller
tarafindan verilen mutlak eritrositoz ve sitokin yanitinin olmadiglr gosterilmistir
(Parganas et al 1998, Krempler et al 2004). JAK2 nin kinaz bdlgesi, hematopoetik
hiicrelerde bcl-2 iiretimini uyararak anti-apoptotik sinyalleri diizenler (Sakai and
Kraft 1997). JAK/STAT sinyal yolagini ya da bu yolagin diizenleyici elemanlarini
etkileyen anomaliler, hematolojik maligniteleri de igeren birgcok tiimor fenotipiyle
iliskilendirilmistir. Mesela, esey hiicre onciillerindeki JAK3 mutasyonlar1 otozomal
resesif bir hastalik olan SCID (agir bagisiklik yetmezligi sendromu)’in birgok
formuyla iliskilendirilmistir (Macchi et al 1995, Yamaoka et al 2004).

Birgok calisma, MPH’da, JAK/STAT yolaginin hastaligin patogenezinde ve
Epo bagimsiz fenotipte ve/veya hipersensitivitesinde etkin oldugunu gostermistir
(Prchal and Axelrad 1974, Golde et al 1977, Zanjani et al 1977). Yakin zamanda
yapilan bir ¢aligmada, PI3 kinaz, JAK2/STATS ve Src kinaz sinyal yolaklarinin
Epo-bagimli ve Epo-bagimsiz eritroid farklilagmasinda anahtar rol oynadiklari
gosterilmistir (Ugo et al 2004). Benzer sekilde, Epo reseptoriinii (EpoR) aktiflestiren
mutasyonlar, JAK2 ve STATS5’in temel fosforilasyonuyla iliskilendirilmislerdir
(Arcasoy, Harris and Forget 1999).

Biyokimyasal sonucglar, JAK2’nin temel olarak aktif bir tirozin kinaz
oldugunu desteklemektedir. JAK2V617F aleli, 293T hiicrelerinde ¢ok diigiik
seviyede eksprese edildiginde dahi, temel kinaz aktivitesiyle uyumlu olarak, oto-
fosforilasyona neden olmaktadir (Levine et al 2005). Bununla birlikte, JAK2V617F
ve yabanil tip JAK2 alelleri ile yapilan in vitro ¢alismalarda, JAK2V617F alelli
ornegin oto-fosforilasyon ve substrat diizeyinde fosforilasyon ile kinaz aktivitesinde
onemli bir artis gosterdigi saptanmistir (Zhao et al 2005).

In vitro ve in vivo bulgular JAK2V617F alelinin PV gelisimi i¢in yeterli
oldugunu gosterse de; PV, ET ve MMM nin patogenezinde baska genetik olaylarin

da etken olabilecegini gosteren kanitlar bulunmaktadir.
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Fenotipik ozellikleri benzer, klinik olarak farkli miyeloproliferatif hastalig
olan 3 hastada JAK?2 alelinin saptanmis olmasi bu benzer fenotipleri agiklamak igin
baska genetik ve epigenetik olgularin varligina isaret etmektedir. Buna ek olarak,
yakin zamanda elde edilen genetik bulgular, kalitilan alellerin MPH patogeneziyle,
JAK2 mutasyonuna bagimli olmaksizin iligkili olabilecegini gostermistir. Bir
caligmada, ailesinde birden fazla MPH olan bireylerde JAK2V617F mutasyonu i¢in
tarama yapilmis ve pozitif MPH aile hikayesi olan bu bireylerin tamaminda somatik
JAK2V617F mutasyonuna rastlanmamistir (Bellanne-Chantelot et al 2006). Bazi
ailelerde hem JAK2V617F-pozitif hem JAK2V617F-negatif hasta bireyler
bulunmus ve herhangi bir PV, ET ya da MMM tanili olmayan yakin aile
bireylerinde JAK2V617F aleli yoklugunda, endogen eritroid koloni olusumu
gbzlenmistir. Bu bulgular, JAK2 mutasyonunun durumundan bagimsiz olarak, PV,
ET ve MMM patogenezinde heniiz tanimlanmanmis baska mutasyonlarin varligini
desteklemekte ve tetikleyici olaylarin JAK2V617F kazanimindan 6nce olabilecegini
diistindiirmektedir (Prchal 2006).

JAK2 hiicre ¢eperinden baslayan ve c¢ekirdek i¢ine kadar devam eden bir
sinyalizasyon yolunun temelini olusturur. Hematopoez bu sinyalizasyon yolag: ile
gerceklesir. Buna gore aktivasyonunun artmasi kan hiicresi sayisinda artisa,
azalmas1 kan hiicre sayisinin azalmasina isaret etmektedir. JAK2 tirozin kinazini
kodlayan JAK2 genindeki mutasyon ligand baglanmasina gerek kalmadan kinazin
etkinligini  saglamakta kontrol mekanizmasim1  devre dist  birakmakta,
miyeloproliferatif hastalik olugmasma sebep olmaktadir. Bu mutasyon JAK2
bolgesinde gergeklestiginde uyar1 kesintisiz devam etmekte ve transkripsiyon
durmamaktadir. SOCS1 ve SOCS3 molekiilleri (Sitokin Sinyal Baskilayicilari),
negatif regiilatorler olsalar da JAK2V617F aleli SOCS3’1 kullanarak bu baskidan
kurtulabilmektedir (Sekil 3a) (Levine, Pardanani, Tefferi and Gilliland 2007).

JAK2 ekson 12 mutasyonlar1 da benzer etki yapmakta, etkin hale ge¢en kinaz
sinyalizasyonu devamli olarak uyarmakta kan hiicresi sayisinda artisa sebep
olmaktadir.JAK?2 ekson 12 mutasyonlarinin SOCS1 ve SOCS3 ile nasil bir etkilesim
iceriside oldugu netlik kazanmamistir (Sekil 3b) (Levine et al 2007).
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Trombopoetin reseptdriinii kodlayan MPL geninde W515 L ya da W515K
mutasyonlart da ozellikle MMM hastalarinda goriilmekte, kontrolsiiz etkin hale

gecen reseptor transkripsiyon uyarminina durmaksizin devam etmektedir. (Sekil 3c¢)

(Levine et al 2007).
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Sekil 3. Kronik Miyeloproliferatif hastalik patogenezinde JAK2 ve etkisi
(Levine et al 2007). a) Sitokin ligandlar sitokin reseptorlerine baglanir ve Janus Kinaz 2 ile
STAT sinyalizasyon proteinleri fosforilasyonu gergeklesir. Bu etkinlik, devam eden
asamalarda STAT sinyalizasyon faktorleri, mitojen-etkili protein kinaz (MAPK)
sinyalizasyon proteinleri ve fosfotidilinositol 3-kinaz (PI3K)-Akt yolagiyla taginir. b)
JAK2V617F ya da JAK2 ekson 12 mutant kinazlar, sitokin reseptorlerine baglanirlar ve
ligand olmadan etkinlesirler. Bu etkinlik, sinyalizasyonun ligand-bagimsiz gerceklesmesine
sebep olur. ¢) MPL WS5I5L/K mutant trombopoetin reseptorleri yabanil tip JAK2’ yi
trombopoetin yoklugunda bile uyarabilmekte, JAK2 kinaz sonrasi siirecte iletim
basamaklarinin  devamli olarak etkinligini ve kontrolsiiz protein ekspresyonunu

saglamaktadir.
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4.3. STAT lar

Memelilerde 750-850 aminoasit uzunlugunda 7 farkli STAT proteini
tanimlanmistir. Hem kromozomal dagilimlart hem de en ilkel dkaryotlarda bile
bulunmus olmalart bu ailenin tek bir primordiyal gen kaynakli oldugunu
distindiirmektedir. Bu lokusun duplikasyonu Okaryotlarin kompleks hale geldikce
daha cok hiicreler arasi iletisime ihtiya¢ duyduklar gercegini yansitmaktadir. Bu
evrimsel motifle uyumlu olarak, STAT’lar korunmus yapisal ve islevsel bolgelere
sahiptir (Sekil 2). Bunlar amino terminal bolgesi (NH;), burgulu burgu bolge
(coiled-coiled domain), DNA baglayan (binding) bolge, baglayici (linker) bolge ve
SH, / tirozin aktivasyon bolgelerini kapsar. Buna karsilik, karboksi-terminal
transkripsiyonel aktivasyon bolgesi (TAD) olduk¢a farklilik gosterir ve STAT

ozgilligiinden sorumludur (Kisseleva et al 2002).

4.3.1 STAT proteinlerinin yapisal ozellikleri
4.3.1.1 N-Terminal bolgesi

130 aminoasitten olusan N-terminal bolgesi, STAT lar arasinda korunmus
bolgedir (Statl ile Stat4 arasindaki benzerlik: %51, Stat5S ile Stat6’da %20).
Birbirinden bagimsiz katlanmig, stabil bir yapi olup, biitiin molekiilden limitli
proteoliz ile kesilebilir (Vinkemeier et al 1996). Stat4’iin kristal yapidaki N-
terminali bir dimer olusturur (Sekil 3) (Vinkemeier, Moarefi, Darnell and Kuriyan
1998). Bu dimerin ara yiizeyi 5 kisa heliksten olusan halka seklindeki elementten
olusmaktadir. Bazi1 ¢alismalar N-terminal dimerizasyonunun GAS elementlerine
baglanmada etkili oldugunu gostermistir (Vinkemeier et al 1996, Xu et al 1996,
Vinkemeier et al 1998). Diger calismalar ise N-terminal STAT bdlgesinin
transkripsiyonel koaktivator CBP/p300 (Horvath 2000), PIAS ailesi (Aktif
STAT’larin Protein Baskilayicilar1) (Shuai 2000) ve reseptor bolgeleriyle (Leung et
al 1996, Murphy et al 2000) etkilesimine katkida bulunduguna ve niikleus

translokasyonunu diizenledigine isaret etmektedir (Strehlow and Schindler 1998).
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DNA Binding Domain
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Sekil 4. STAT1’ in kristal yapisi. DNA’ya baglanmis bir STAT1 ¢ekirdek dimerinin
(136-710 aminoasit) kurdelesel goriinimii. Burgulu burgu boélge yesille, DNA
baglanma boélgesi kirmiziyla, baglayict bolge turuncuyla, SH2 ve tirozinle
fosforlanmis kuyruk bolgeleri maviyle gosterilmistir. Burgulu burgu bolgede farkl
yonlii iki diiglim ve SH2 bolgesini baglayan bolge noktali ¢izgilerle gosterilmistir.
DNA iskeleti gri renkle gosterilmistir. N ve C sirastyla STAT!’in ¢ekirdek
dimerinin N- ve C- terminal bolgelerini gostermektedir. (Kisseleva et al 2002).

4.3.1.2. Burgulu Burgu Bolge (Coiled-coil domain)

Bir esnek polipeptit zincir (Statl i¢cin 24 aminoasit, Stat3 icin 18 aminoasit)
N terminal bolgesini yaklasik 135-315 aminoasit i¢eren ve 4 alfa-heliksten olusan
burgulu burgu bdlgesine baglar (Sekil 4). Statl ve Stat3’lin kristal yapisi, bu
bolgenin ana iskeletten 80 A° luk bir a¢1 yaptigin1 gostermistir (Becker et al 1998,
Chen et al 1998). Bu yapi, diger helikal proteinlerle etkilesimin olabilecegi olduk¢a
genis hidrofilik yiizeyler olusturur. Etkilesen proteinler p48/IRF9, transkripsiyon
faktorii c-Jun, N-myc etkilesen protein (Nmi) ve StIP’tir (Horvath et al 1996, Zhang
et al 1999, Zhu et al 1999, Collum et al 2000). Son zamanlarda burgulu burgu
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bolgesinin reseptdr baglanmasinda, tirozin fosforilasyonunda ve niikleus disina

taginmada etkili oldugu gosterilmistir (Begitt et al 2000, Zhang et al 2000).

4.3.1.3. DNA Baglanma Bolgesi

DNA baglanma boélgesi, yaklagik 320-480 aminoasit uzunlugunda olan
immunoglobulin katlamali bir B-barreldir ve burgulu burgu bélgesinin karboksi
terminal tarafindadir (Sekil 4). Bu yapt NF-KB (Aktif l6kositler niikleer
transkripsiyon faktorleri) ve pS3 DNA baglanma bolgelerine benzemektedir (Chen
et al 1998). Dimerin her STAT eleman1 en yakin GAS elementi yarisindaki bazi
tanir. Aminoasit rezidiileriyle DNA arasindaki dogrudan temas bdlgeleri, nanomolar
diizeyde bir ayrilma katsayisi ile tutarhidir. Bu ylizden DNA baglanmasindaki is
birligi, etkili transkripsiyonel aktivite i¢in Onemlidir. Ayrica, DNA baglanma
bolgesinin aktivasyon oncesinde sergiledigi farkli yapi, farkli fonksiyonlar1 da

oldugunu diisiindiirmektedir (McBride, McDonald and Reich 2000).

4.3.1.4. Baglayic1 Bolge

Stat1’de 488-576 aminoasit, Stat3 de 465-585 aminoasit biiyiikliigiinde olan
baglama bolgesi DNA baglanma bolgesini SH2 / dimerizasyon bolgesine baglar (Fig
4). Stat1’in kristal yapis1 baglama bolgesinin heliks a10 boliimiiniin SH2 bolgesiyle,
heliks a6’nin ise DNA baglanma bolgesinin P11 bolimiiyle etkilestigini
gostermektedir (Chen et al 1998). Mutasyonel c¢aligmalar, Statl’in baglama
bolgesinin transkripsiyonel diizenlemede de etkili olduguna isaret etmistir (Yang,

Wen, Haspel, Zhang and Darnell 1999).

4.3.1.5. SH?2 Bolgesi ve Tirozin Aktivasyon Motifi

SH2 boélgeleri 6zgiil fosfotirozin motiflerine baglanma kapasiteleriyle sinyal
iletiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu durumla uyumlu olarak, en iyi korunmus
STAT bolgesidir. Dictyostelium’un SH2 bolgesi bulunan ilk SH2’dir (Kawata et al
1997). STAT SH2 bolgesinin (yaklasik 580-680 aminoasit) dizisi diger SH2’lerden
farkli olmasina ragmen, yapisi ¢ok iyi korunmustur. 2 heliks arasinda uzanan
antiparalel B-katmani ile birlikte bir cep goriinimiindedir. Fosfatla etkilesimi
saglayan mutlak korunmus arginin, bu cebin zemininde yer almaktadir (Statl i¢in

Arg-602, Stat3 icin Arg-609). SH2 bolgesinin 6zgiil fosfotirozin motiflerini tanimasi
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3 STAT sinyalizasyonunda 6nemli rol oynar: (1) Ozgiil reseptor fosfotirozin
motiflerinin taninmasiyla, sitokin reseptoriine baglanilmasi (Tablo 2); (2) Aktiflesen
JAK ile birlesme (Gupta et al 1996, Barahmand-Pour 1998); ve (3) STAT homo- ya
da heterodimerizasyonu (Shuai et al 1994, Gupta et al 1996). Kristal yapilar ile
vurgulanmis oldugu gibi, STAT dimerizasyonu, bir STAT monomerinin SH2
bolgesi ile bagka bir monomerin tirozini fosforilize olmus kuyruk bolgesi arasindaki

etkilesime baglidir (Chen et al 1998).

4.3.1.6. Transkripsiyonel Aktivasyon Bolgesi

Ozgiin transkripsiyonel yanitlar1 diizenliyor olmasiyla uyumlu olarak,
STAT’larin karboksi terminalleri ¢ok az korunabilmistir. Karboksi terminalin
transkripsiyonel aktivasyon bolgesini (TAD) kodladigina dair ilk bulgu, normal
uzunluktaki bir Statl ile alternatif izoformu (karboksi terminalinden 38 aminoasit
eksik) Statlp ile yapilan karsilastirmali ¢alismada elde edilmistir (Schindler et al
1992). C-terminali kesilmis bir¢ok Stat3, Stat4 ve StatS izoformlar1 da
tanimlanmistir (Schindler and Strehlow 2000). Bu izoformlar dominant-negatif

diizenleyiciler olarak calismaktadirlar.

4.3.2 STAT DNA Baglanma Bélgeleri

IFN  yanitlarinin  incelenmesi, STAT hedef genlerinin promotor
elemanlarinda iki farkli transkripsiyonel “enhancer” dizisinin oldugunu gdstermistir
(Kessler et al 1988, Decker et al 1997, Schindler and Brutsaert 1999). Tip I IFNlar
(a, B, o, Limitin) ISGF-3 kompleksi olusturarak sinyal iletirler (Kessler et al 1988).
IFN Tip II, ayr1 bir yanit elemanina (GAS) baglanan Statl homodimerleri ile sinyal
iletir (Decker et al 1997). Bu palindromik eleman konsensus bir diziye
(TTTCCNGGAAA) sahiptir. Biyokimyasal ¢aligmalar DNA’ya baglanmayan Stat2
disindaki biitiin STAT lar igin TTCN,.4 GAA dizisinin en uygun baglanma bolgesi
oldugunu gostermistir (Decker et al 1997, Ehret et al 2001).

4.3.2.1. Stat5

Stat5 (Stat5a) bir prolaktin-indiiklenmis transkripsiyon faktorii olarak

kesfedilmistir. IL-3 indiiklenmis transkripsiyon faktoriiniin tanimlanmasi ve cDNA
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taramas1 amactyla yapilan biyokimyasal ¢aligmalar iki yakin dizi olan Stat5a ve
Stat5b’nin kesfine neden olmustur (Azam et al 1995, Mui et al 1995). Bu proteinler
birbirine bagl, %96’lik benzerlik gosteren ve sadece karboksi terminalleriyle
birbirinden ayrilan iki gen olan StatSa ve Stat5b tarafindan kodlanmaktadir
(Schindler and Strehlow 2000). Art arda yapilan ¢aligmalarda, iki Stat5 proteinin de
biitiin dokularda eksprese edildigi gosterilmistir. PRL’ye ek olarak, Stat5 proteinleri
IL-3 ailesi (IL-3, IL-5 ve GM-CSF), IL-2 ailesi (IL-2, IL-7, TSLP, IL-9, IL-15 ve
IL-21), GH, Epo ve Tpo ile de aktiflesmektedir (Arnould et al 1999, Schindler and
Strehlow 2000, Asao et al 2001).

4.3.3. JAK / STAT sinyal yolaginin diizenlenmesi

JAK/STAT yolagi savunma, farklilasma, proliferasyon ve onkogenezde ¢ok
onemli role sahiptir. Bu ylizden bir¢ok olumlu ve olumsuz diizenleyici asama bu
yolaga etki eder. Bu diizenleyici asamalarin etkileri STAT sinyallerinin iletilme

hizin1 belirler.

4.3.3.1. STAT sinyalizasyonunda olumsuz diizenleyici agama

Bir¢ok calismada, STAT sinyallerinin reseptorler, JAK’lar ve STAT
molekiillerinin de i¢cinde bulundugu bazi durumlarda, etkilesim siddetini azaltarak

diizenleme yaptig1 gozlenmistir.

4.3.3.2 Reseptorler

Hiicreler reseptdrlerinin uzun siireli aktivasyonunu engellemek i¢in bazi
mekanizmalar gelistirirler. Limitli ligand miktariyla rekabet i¢in ¢oziinebilir reseptor
iiretimi bunlardan biridir. Bu izoformlar proteoliz ya da alternatif RNA splicing
yoluyla olusturulur. Daha yaygin bir downregiilasyon mekanizmasi reseptor
endositozunu gerektirir. Bu durumla uyumlu olarak, gp130’un hiicre i¢i bolgesinde
endositozu diizenleyen korunmus 10 aminoasitlik bir motif bulunmaktadir (Dittrich

et al 1996).

4.3.3.3 Programlanmus yikim

Ubiquitin-proteozoma bagli yikim da sitokin sinyalizasyonunun etki

azaltarak tepkimenin dengelenmesinde bir role sahip olabilir. Proteozom
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inhibitorlerinin uyarilmis hiicrelerdeki Statl ve IFN-y reseptorlerinin yikimini
engelledigi gosterilmistir (Haspel et al 1996, Kim and Maniatis 1996). Yeni yapilan
caligmalarda proteozom inhibitdrlerinin 6zellikle Stat4, Stat5 ve Stat6’nin tirozini
fosforlanmis izoformlarini stabilize ettigi, fakat Statl, Stat2 ve Stat3 iizerinde etkisiz
oldugu saptanmistir. Ayrica bu calismalarda Stat5’te yikima katkida bulunan bir
karboksi terminali oldugu kesfedilmistir (Wang et al 2000). Proteozom inhibitorleri
JAK aktivasyon siiresini de uzatmaktadir (Yu and Burakoff 1997, Callus and
Mathey-Prevot 2000).

4.3.3.4. JAK defosforilasyonu

JAK aktivasyonu tirozin fosforilasyonuna baghdir. Bu yilizden, benzer
SH2’ye sahip fosfatazlar olan SHP1 ve SHP2 JAK aktivitesini olumsuz diizenler.
SHP1’in ekspresyonu hematopoetik dokularla sinirli olup, SHP2 daha genis
alanlarda eksprese olmaktadir (Yi et al 1993, Jiao et al 1997). SHP1’i Epo
reseptoriine baglayan reseptor tirozin motiflerinin kaybi1 JAK aktivitesini uzatir
(Klingmuller et al 1995). Ayrica, bu bolgede meydana gelen bir mutasyon
(JAK2V617F) ailesel eritrositoza neden olmaktadir (Chapelle et al 1993). IL-3, IL-5
ve GM-CSF i¢in sinyal ileten ortak B-zinciri i¢in de benzer gozlemler yapilmistir (Yi
et al 1993). SHP1 ve SHP2’nin dogrudan JAK’lar ve Stat5 ile etkileserek defosforile
ettigi bilinmektedir (Yi et al 1993, Yu et al 2000). Membran boyunca uzanan
fosfataz olan CD45’in IL-3, IL-4, EPO ve IFN-y ile uyarilmis JAK / STAT yolagini

olumsuz diizenledigi gosterilmistir (Irie-Sasaki et al 2001).

4.3.3.5. Negatif geri-besleme dongiisii

JAK / STAT yolag1 yardimer proteinleri disinda ii¢ negatif regiilatér ana
sinifi  bulunmaktadir: SOCS, PIAS ve PTPler (Protein tirozin fosfatazlar)
(Greenhalgh and Hilton 2001). Bunlar iginde tirozin fosfatazlar en basittir ve

JAK’larin etkinligini tersine ¢evirirler.

SOCS proteinleri C-terminal bolgesinde bir SOCS kutusu ve bir SH2 bolgesi
olan en az sekiz iiyeli bir ailedir (Alexander 2002). Ayrica, SOCS1 ve SOCS3’de
SH2 bolgesine gore N-terminalde bulunan kiiclik bir kinaz baskilayan bolim

tanimlanmistir. SOCS’lar JAK / STAT yolaginda basit bir negatif geri-besleme
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dongiislinii tamamlar: Meydana gelen SOCS proteinleri fosforlanmis JAK’lara ve
reseptorlerine baglanarak yolagi kapatirlar. SOCS’lar negatif regiilasyonlarini 3
farkli sekilde etkileyebilirler. ilk olarak, reseptdr iizerindeki fosfotirozinlere
baglanarak, STAT gibi sinyal ileticilerin bu bodlgelerde yogunlasmasini engellerler.
Ikinci olarak, dogrudan JAK ’lara ya da reseptdrlere baglanarak dzellikle JAK kinaz
etkinligini baskilarlar. Ugiincii olarak, elongin BC kompleksi ve cullin 2 ile
etkileserek JAK’larin ve muhtemelen reseptorlerin ubikitinlenmesine ve bdylece
kararliliklarinin azalarak proteozomal yikim i¢in hedef haline gelmelerine neden

olurlar (Rawlings, Rosler and Harrison 2004).

Ugiincii negatif regiilator smifi PIAS proteinleridir: PIAS1, PIAS3, PIASx ve
PIASy. Bu proteinlerin merkezinde Zn(¢inko)-baglayan bir RING-finger bolgesi, N-
terminalinde iyi korunmug bir SAP (SAF-A/Acinus/PIAS) bolgesi ve hedef proteine
baglanmada etkili, daha az korunmus bir karboksil bolgesi bulunmaktadir (Jackson
2001). PIAS proteinleri aktiflesen STAT dimerlerine baglanarak, bu dimerlerin
DNA'’ya baglanmasini engellerler (Sekil 5) (Shuai and Liu 2003).

Yakin donemde, PIAS proteinlerinin E2 konjugaz Ubc9 ile etkilestigi ve
RING-finger bolgesi tarafindan diizenlenen SUMO etkinligi (SUMO - kiiglik
Ubikutin baglh diizenleyici proteinlerdir. Kovalent bag ile hedef proteinlere
baglanarak ya da bagli olduklar1 proteini serbest birakarak bu proteinlerin etkinligini
diizenleyen proteinlerdir) i¢cin E3 konjugaz etkinligini sagladigi gdzlemlenmistir
(Jackson 2001). STAT’larin SUMO proteinleriyle etkilesebilecegi gosterilmis olsa
da bu etkinin negatif regiilasyondaki yeri hala bilinmemektedir (Sekil 5) (Rogers,
Horvath and Matunis 2003).
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Sekil 5. Farkli PIAS proteinleri farkli mekanizmalarla JAK / STAT
yolaklarin1 baskilayabilirler. a) PIAS1 ve PIAS3 Stat dimerlerinin DNA-baglanma
etkinligini engelleyebilirler. b) PIASX ve PIASY, histon deasetilaz (HDAC) gibi
diger baskilayici  proteinleri  kullanarak STAT i bir transkripsiyonel
baskilayicistymis gibi c¢alistyor olabilirler. ¢) PIAS proteinleri SUMO’ larin
STAT lara baglanmalarini tesvik edebilirler. (Shuai and Liu 2003).

32



5. Gerec¢ ve Yontem

5.1. Kullanilan aletler
Otomatik mikropipetler, Gilson, (Fransa)
Is1 Blogu, Biosan, (Letonya)
Santrifiij, Eppendorf, (Almanya)
Spektrofotometre, Amersham Biosciences, (England)
Otoklav, Barnstead, (ABD)
Buz Blogu, Eppendorf, (Almanya)
Buzdolabi, Argelik, (Tiirkiye)
Derin Dondurucu, Beko, (Tiirkiye)
Biyolojik Giivenlik Kabini, Tezsan, (Tiirkiye)
Vortex, Biosan, (Letonya)

Lightcycler 2.0, Roche, (Almanya)

5.2. Kullanilan sarf malzemeleri
Pudrasiz steril eldiven, Great Glove, (Malezya)
1.5 ml lik Ependorf Tiip, Axygen, (ABD)

0.2 lik Ependorf Tiip, Axygen, (ABD)
Kapiller, Roche, (Almanya)

Filtreli mikropipet uglar (1000pul, 200 pl, 20 pl, 10 pl, 0.2 ul), Axygen, (ABD)

5.3. Kullanilan Reaktifler ve Hasta 6rnekleri
Hasta kan-kemik iligi 6rnekleri

JAK2 geni 14. Eksondaki 617. Kodon igin tasarlanmig primer ve problar,
TIBMOLBIOL (McClure, Mai and Lasho 2006)
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Primer 1 5’-AAGCAGCAAGTATGATGAG-3’

Primer 2 5’-CCTAGCTGTGATCCTGAAA-3’

Probe 1 5S’-ATGTGTCTGTGGAGACGAGAG-3’- FITC

Probe 2 LC RED 640 -5’-
AAGTAAAACTACAGGCTTTCTAATGCCTTTCT-3’

BSA (Bovin Serum Albumin), Invitrogen, (ABD)

Highpure PCR template preparation kit, Roche, (Almanya) (Cat. No. 11 796 828
001)

¢ Binding Buffer-Guanidiyum Hidroklorid
e Inhibitor Removal Buffer- Guanidiyum Hidroklorid
e Wash Buffer

e Flution Buffer

Izopropanol, Merck, (Almanya)
Distile Su, Eczacibasi, (Tiirkiye)
Hibridizasyon Mix, Lightcycler DNA Master Hybprobe, Roche, (Almanya)

Magnezyum Kloriir (MgCl,), Lightcycler DNA Master Hybprobe, Roche,
(Almanya)

5.4. Hasta orneklerinden DNA izolasyonu

Bu ¢alismada Acibadem Genetik Tan1 Merkezi’ne 2006-2009 yillar1 arasinda
ilgili lokasyonlardan JAK2V617F mutasyon analizi i¢in gonderilen 725 hastanin

perifer kan ve/veya kemik iligi 6rnekleri kullanilmastir.
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Ornekler, pastor pipet ile EDTA’Dl tiip icerisinden almarak daha nceden
etiketlenmis ependorf tiiplerine sirayla aktarildi. Izolasyona baglamadan dnce 1sitict
70°C ye ayarlandi; yeterli miktarda “Elution Buffer” ependorf tiipiine aktarilip
isinmaya birakildi. 1.5 ml’lik ependorf tiipiine daha Once etiketlenmis tiiplere
aktarilan &rneklerden 200ul (*) aktarildi. Uzerine 40 pl Proteinaz K ve 200 ul
“Binding Buffer” eklendi. Vorteksle karistirtlarak 70 °C de 10 dakika inkiibasyona
birakildi. Isiticidan alinan ependorf tiipiiniin i¢erisine 100 pl izopropanol eklenerek
karistirildi. Bir toplama tiipiiniin iizerine high filter tiip eklendi. Izopropanolla
karigtirilan Ornek, filtrenin {ist kismina pipetlendi. Santrifiij sonrasinda toplama
tiipiinde kalan sivi atildi. Santrifiijden alinan filtre temiz baska bir toplama tiipiine
aktar1ldi.500 pl “Inhibitér Removal Buffer” eklendi. Toplama tiipii-filtre santrifiije
aktarilip 8000g’de 1 dakika g¢evrildi. Santrifiij sonrasinda toplama tiiptinde kalan s1v1
atildi. Santrifiijden alinan filtre temiz baska bir toplama tliptine aktarildi. 500 pl
“Washing Buffer” eklenerek toplama tiipii-filtre santrifiije aktarilip 8000g de 1
dakika cevrildi. Santrifiij sonrasinda toplama tiipiinde kalan siv1 atildi. Santrifiijden
alian filtre temiz bagka bir toplama tiipiine aktarildi. Yeniden 500 pl “Washing
Buffer” eklendi. Toplama tiipii-filtre santriifiije aktarilip 8000g de 1 dakika cevrildi.
Santriflij sonrasinda toplama tiiplinde kalan sivi atildi. Santrifiijden alinan filtre
temiz baska bir toplama tiipine aktarildi. Herhangi bir soliisyon eklenmeden
kurutma amacli toplama tiipii-filtre santriifiije aktarilip maksimum hizda 10 saniye

cevrildi.

Santrifiij sonrasinda toplama tiiplinde kalan sivi atildi. Santrifiijden alinan
filtre temiz baska bir toplama tiipline aktarildi. Daha 6nceden sicakligi 70°C’ye
getirilmis “Elution Buffer”dan 200ul eklendi. Toplama tiipii-filtre santrifiije aktarilip
8000g de 1 dakika c¢evrildi. Santriifiij sonrasinda toplama tiipiinde kalan sivi daha

onceden etiketlenmis bir ependorf tiipiine aktarilip +4°C de saklandi.

(*) Ornek tipi kemik iligi oldugunda drnegin akiskanligina gore ependorf tiipiine
aktarilacak 6rnek miktar1 degisebilir. Yiiksek Hct degerine sahip drneklerde DNA
izolasyonu sirasinda sorun olabilmektedir. Ornek 1X PBS ¢ozeltisi ile 1: 3 oranina

kadar seyreltilebilir.
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5.5. Ger¢ek zamanh (Real Time) PCR

5.5.1. PCR master karisiminin hazirlanmasi

Icerik Hacim
Distile Su (PCR diizeyinde) 10ul
Hibridizasyon Karigimi 2ul
MgCl, 2ul
Primer 1 0,1ul
Primer 2 0,1ul
Prob 1 0,4ul
Prob 2 0,4ul
Toplam Hacim

Reaksiyon basina,

15ul master karisim + Splhasta DNA(~200 ng) ornegi =20l son hacim

5.5.2. Reaksiyona etki eden faktorlerin ortadan kaldirilmasi

Hastalardan perifer kan yerine kemik iligi geldigi durumlar da s6zkonusu
olmustur. Bu hastalarla yapilan c¢aligmalarda herhangi bir sonu¢ alinamamakla
beraber PCR reaksiyonunun inhibisyonunun kemik iligi 6rneklerinin tagindig tiipler
icerisindeki heparinden kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir. Bu problemin Oniine
hazirlanan master karisim igerisine reaksiyon bagina 0.08 pl 10x BSA eklenerek
gecilmigtir (Vu, Litvinov and Willson 2008).

5.5.3. Hibridizasyon Prob Yontemi

» PZR reaksiyonunda farkli 2 oligoniikleotid DNA nin ilgili yerinde birinin
basi1 digerinin kuyruguna gelecek sekilde hibridize olur (~1-2 niikleotid ara).
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» F1 dondr florofor bir dis kaynakli 151k kaynagi yoluyla yiikseltgenir ve bu
yiikseltgenme enerjisini dipol-dipol etkilesimiyle F2 (Light cycler-Red 640
ya da 705) (FRET) alicisina iletir.

» Yikseltgenen F2 floroforu 6l¢iilebilir dalgaboyunda 151k yayar.

Huorescein L fed 630

g
Forward primer Sensor probe l' Anchor probe Revorsi primar
b —
DNA Template =
Mutation

Site

Sekil 6. Hibridizasyon Prob Yontemi (Steensma 2006).

Kullanilan mutasyon saptayan prob (A), refarans dizinin mutasyonsuz
(Yabanil ya da Normal) haline gore tasarlanmigtir (Sekil 6) (Steensma 2006). Buna
gore mutant hastalar Erime Egrisi Analizi sirasinda sicaklik artarken mutasyona
bagl olarak baglandiklar1 diziden daha kolay ayrilacak ve normal (V617F Negatif)
olan hastalara gore daha diisiik sicaklikta egri vereceklerdir. Normal hastalar ve
homozigot hastalar farkli sicakliklarda tek bir egri veriyorken, heterozigot hastalar

hem normal egrisi hem mutant egrisi vereceklerdir.
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Erime sicaklig1 karsilastirmasi (°C)

NORMAL HASTA > HETEROZIGOT HASTA > HOMOZIGOT HASTA (Sekil 7)

JAK2-V61TF
Negatif Hasta
(Normal/ Normal)

0221 4E2 V61TF
1 Haterogigot Kountrol

0201 \

0181

0161

JAE2 VEITE
Heterogigot Hasto

0441
0421
04014

0031

-{didT}) Fluorescence (640}

0.061
0.041-]
0021

0.001~#

45 50 55 &0 £5 70 75 a0
Temperature (°C)

Sekil 7. Hastalarin Karsilastirilmasi. Kullanilan prob refarans dizinin mutasyonsuz
(Yabanil ya da Normal) haline gore tasarlanmistir. Caligilan hastalar JAK2V617F
mutasyonuna gére Normal (Normal / Normal), Heterozigot (V617F / Normal) ve
Homozigot (V617F / V617F) olarak siniflandirilir. Erime egrisi analizinde V617F
mutasyonu acisindan normal olan hastalarda grafikte 63°C civarinda tek bir egri
gozlenmektedir.V617F mutasyonu agisindan heterozigot olan hastalarda grafikte biri
57°C digeri 63°C de olmak iizere iki farkli egri beklenmektedir. V617F mutasyonu
acisindan homozigot olan hastalarda grafikte 57°C de tek bir egri gézlenmektedir
(Acibadem Genetik Tan1 Merkezi 2006).
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5.5.4. PCR programi

Program 1: Denatiirasyon

Dongii Program Data Deger
Dongiiler 1
Analiz Modu Yok
Hedef Sicakhiklar Segment 1
Hedef Sicaklik (°C) 95
Inkiibasyon zamani 00:00:16
Sicaklik Degisim Orani (°C/s) 20
Ikinci hedef sicaklik (°C) 0
Basamak Olgiisii (°C) 0
Basamak Geciktirme (dongiiler) 0
Kazanim Modu Yok

Program 2: Amplifikasyon

Dongii Program Data Deger
Dongiiler 45
Analiz Modu Kantifikasyon
Hedef Sicakhklar Segment 1 Segment2 Segment
3

Hedef Sicaklik (°C) 95 50 72
Inkiibasyon zamani 00:00:10 00:00:30  00:00:10
Sicaklik Degisim Orani
°Cls) 20 20 20
Ikinci hedef sicaklik

o 0 0 0
) _
Basamak Olgiisii (°C) 0 0 0
Betsarr'l.ak Geciktirme 0 0 0
(dongiiler)
Kazanim Modu Yok Tek Yok
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Program 3: Melting Curve Analizi

Dongii Program Data Deger
Dongiiler 1
Analiz Modu Melting curve’ler
Hedef Sicakhiklar Segment 1 Segment2 Segment
3
Hedef Sicaklik (°C) 95 45 85
Inkiibasyon zamani 00:00:00 00:02:00  00:00:00
Sicaklik Degisim Orani
(°Cls) 20 20 0,25
Ikinci hedef sicaklik
o 0 0 0
@9 _
Basamak Olgiisii (°C) 0 0 0
Ba.l'san.l.ak Geciktirme 0 0 0
(dongiiler)
Kazanim Modu Yok Yok Kes;nt1s1
Program 4: Sogutma
Dongii Program Data Deger
Dongiiler 1
Analiz Modu None
Hedef Sicakhiklar Segment 1
Hedef Sicaklik (°C) 40
Inkiibasyon zamani 00:00:30
Sicaklik  Degisim  Orani 20
(°Cl/s)
Ikinci hedef sicaklik (°C) 0
Basamak Olgiisii (°C) 0
Basamak Geciktirme 0
(dongtiler)
Kazanim Modu Yok
5.6.Testin Duyarhhg:

Homozigot (V617F / V617F) hiicre serilerinden alinan DNA, % 20, 5, 3, 2, 1
ve 0.5’lik konsantrasyonlarda yabanil tip (Normal / Normal) DNA igerisinde
¢oziildii. Homozigot Mutant hiicre serilerinden ve yabanil tip hiicre serilerinden

DNA izolasyonu yapildi. izolasyon sonrasi her iki rnegin konsantrasyonlari farkl:
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miktarlarda su igerisinde ¢oziilerek esitlendi. Ayni1 konsantrasyona ait bu iki 6rnek

farkli dilisyonlarda hazirlandi.

Tablo 10. Test duyarhihg icin hazirlanan farkh konsantrasyonlardaki érnekler.

I 20 80 100 20
11 5 95 100 5
I 3 97 100 3
v 2 98 100 2
A\ 1 99 100 1
VI 0.5 99.5 100 0.5

50 55 60 65 7 7 i 5
Temperature (°C)

Sekil 8. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanmig Orneklerin melting curve analiz

sonuclari (Acibadem Genetik Tan1 Merkezi 20006).
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I- % 20 JAK2V617F 1I- %5 JAK2V617F 1II- %3 JAK2V617F
IV- %2 JAK2V6I17F V-%1 JAK2V617F VI- %0.5 JAK2V617F

Bu farkli diliisyonlarla yapilan duyarhilik c¢aligmasinda farkli erime
sicaklarinda gozlemlenen mutant ve yabanil tip egrilerinin durumu incelendi.
Yabanil tip egrisinin %20’lik konsantrasyonda ¢ok belirgin oldugu, konsantrasyon
azaldik¢a yiiksekliginin azaldigi ve %?2’lik konsantrasyondan sonra tamamen

kayboldugu gozlendi. Testin duyarlilik alt sinir1 %2 olarak belirlendi (Sekil 8).
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6. BULGULAR

Yapilan ¢aligmalarda 169 PV tanili hastanin 55’inde JAK2V617F mutasyonu
saptanmigtir. Bu mutasyon hastalarda, heterozigot veya homozigot olarak
ayrilmamigtir. Yine esansiyel trombositoz tanili 108 hastanin 34’iinde, idiyopatik
miyelofibroz tanil1 8 hastanin 1’inde mutasyon saptanmustir (Tablo 11). Ozgiil bir
endikasyonu olmayip sadece kronik miyeloproliferatif hastalik sliphesiyle gelen 725
hastanin 210’unda JAK2V617F mutasyonu saptanmistir. Homozigosite
degerlendirildiginde, PV siiphesiyle gelen 65 hastanin 2’sinde (%3), ET siiphesiyle
gelen 42 hastanin 1’inde (%2), herhangi bir KMPH siiphesiyle gelen 725 hastanin
13’iinde (%1) homozigot genotip (V617F / V617F) saptanmustir.

Tablo 11. KMPH’da hasta sayisina gore JAK2V617F mutasyon varhg:
bulgulan

JAK2V617F mutasyonu varhgi Mutant Hasta / Toplam Hasta %
Polisitemia Vera Tanili 557169 32
Esansiyel Trombositoz Tanili 34 /108 31
Idiyopatik Miyelofibroz Tanil 1/8 12
KMPH Siiphesi 210/725 29

KML siiphesiyle gelen 173 hastada JAK2V617F mutasyon varligi
sorgulanmigtir. Buna goére 95 hastada hem JAK2V617F hem BCR/ABL negatif
bulunurken, 21 hastada sadece BCR/ABL pozitif, 50 hastada sadece JAK2V617F
pozitif, 7 hastada da hem JAK2V617F hem BCR/ABL pozitif bulunmustur (Tablo
12).

Tablo 12. JAK2V617F ve BCR/ABL varhgi sorgulanan hasta bulgulari

(JAK2V617F , BCR/ABL) Hasta Sayis1 / Toplam Hasta %
(-,-) 95/173 55
-,b 21/173 12
(+,-) 50/173 29
(+,4) 7/173 0.3

Hastalarin V617F mutasyon varligir yillara gore degerlendirilmistir. 2006
yilinda gelen 122 hastanin 34’iinde (%28) V617F mutasyonu goriilmiistiir. 2007
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yilinda gelen 145 hastanin 48’inde (%33) mutasyon goriilmistiir. 2008 yilinda gelen
297 hastanin 82’sinde (%27) JAK2V617F mutasyonu saptanmigtir. Yine 2009
yilinda gelen 161 hastanin 46’sinda (%28) mutasyon saptanmistir (Tablo 13).

Tablo 13.Yillara gore JAK2V617F mutasyonunun hasta sayisina gore dagilimi

2006 2007 2008 2009 Toplam
Mutant Tip (F617) 34 48 82 46 210
Toplam Hasta 122 145 297 161 725
% Mutant (V617F) 28 33 27 28 28
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7. TARTISMA

Calismamizda PV tanisiyla gelen 169 hastanin 55’inde (%32) JAK2V617F
mutasyonu saptandi (Tablo 14). Daha dnceki caligsmalarda bu oran % 65-97 arasinda
degismektedir (Baxter et al 2005, James et al 2005, Jones et al 2005, Kralovics et al
2005, Levine et al 2005, Zhao et al 2005, Hsu et al 2006). Farkli caligmalarda benzer
sonuclarin goriilmesini, bu ¢alismalarda kullanilan hasta Orneklerinin kalitesi,
testlerin hassasiyeti ama Ozellikle kullanilan hastalarin kliniklerinin daha iyi
karakterize edilmis olmasi aciklayabilir.

KMPH siiphesiyle gelen ve JAK2V617F mutasyonu saptanan hastalarin
sayist 210 dur. Bu hastalarin, PV tanili hastalar oldugu diisiintiliirse PV tanili hasta
sayist 379 (169 + 210), JAK2V617F-pozitif olan PV hasta sayist 265 (55 + 210)
olacaktir. 379 hastanin 265’inde bu mutasyonun bulundugunu 6ngériiliirse bu oran
265 / 379 (%70) olacaktir. Bu varsayim literatlirdeki degerlerle daha ¢ok benzerlik

gostermektedir.

Tablo 14. Hasta JAK2V617F sonuclar ve Literatiir Karsilastirmasi

Polisitemia Vera 557169 32 ~95
Esansiyel Trombositoz 34/108 31 ~50
Idiyopatik Miyelofibroz 1/8 12 ~50
KMPH Siiphesi 210/ 725 29

PV’da, yeniden gdzden gegirilen DSO siniflandirmasma gore JAK2V617F
mutasyonu temel kriter olarak kabul edilmistir (Tefferi et al 2007). Buna ragmen,
JAK2V617F mutasyonu olmayan PV hastalarinda (>% 5) JAK2 ekson 12
mutasyonlar1 bulunmustur (Scott et al 2007). DSO’ye gore JAK2V617F mutasyonu
olmayan PV hastalarinda ekson 12 mutasyonlar1 %15.9 civarindadir. Farkli PCR
teknikleriyle daha iyi karakterize edilmis calismalarda bu oran %83’e kadar
cikabilmektedir (Scott et al 2005, Pardanani et al 2007, Scott et al 2007, Williams et
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al 2007, Pietra et al 2008). En sik karsilasilan mutasyonlar N542-E543del,
H538QKS539L ve F537-K539delinsL alt gruplaridir. 543. kodondaki glutamik asit
degisimi (N542-E543del7 ve K539L) ekson 12 mutasyonu tasiyan vakalarda daha
once tanimlanmiglardir (Butcher et al 2007, Pietra et al 2008). Bu mutasyonlar
V617F mutasyonuna gore daha ¢ok kadinlarda ve daha erken yasta goriilmektedir
(Scott et al 2007). Caligmaya alinan hastalarin sosyoekonomik konum, cinsiyet, yas
gibi kriterleri dikkate alinmamis olup, bu olgularin sonuglarimiza etkisi
bilinmemektedir. PV hastalarinda JAK2 ekson 12 mutasyon dagilimi %3-4
civarindadir (Butcher et al 2007, Pardanani et al 2007, Scott et al 2007, Pietra et al
2008). Bu durum sonuglarimizdaki farki agiklamak igin yeterli goriinmemektedir.

ET tanisiyla gelen 108 hastanin 34’tinde (%31) JAK2V617F mutasyonu
saptand1 (Tablo 14). Daha 6nceki calismalarda bu oran %23-57 arasinda farklilik
gostermektedir (Rawlings et al 2004, Baxter et al 2005, James et al 2005, Levine et
al 2005, Zhao et al 2005). PV hastalarindaki literetiirle farkliligin benzeri bir durum
ET hastalarinda da gorilmektedir. PV’dan farkli olarak ET’de, JAK2V617F
mutasyonu hastalikla dogrudan iliskilendirilmemistir. ET hastalarinda JAK2V617F
mutasyon varligiin ~ %57 (Baxter et al 2005) olmasi bu durumu desteklemektedir.
ET wvakalarinda, hekimin benzer klinigi olan birgok hastalik olasiligini
indirgemektense, ET tanisini1 giigclendirmek i¢in bu mutasyon varligin1 sorgulamak
istedigi  diisliniilebilir. Endikasyon kriterlerinin  farkliligi tamida Onilimiize
cikmaktadir. Birgok hekim, kendi endikasyon kriterlerine gore hastaya yaklasmakta,
evrensel kriterleri goz ardi etmektedir. Bu durum, ET hastalarinda JAK2V617F
mutasyon oraninin literatiirle farkin1  acgiklayabilir. Zaten, JAK2V617F
mutasyonunun ET hastalarinin risk siiflandirmasindaki yeri hala tartismalidir. Bazi
calismalarda, JAK2V617F trombozla iligkilendirilirken (Campbell et al 2005,
Cheung et al 2005), bu sonug sonraki ¢caligmalarda desteklenememistir (Antonioli et
al 2005, Wolanskyj et al 2005).

Bir calismada, V617F mutasyonu tasiyan ET hastalarinin, tasimayanlara
gore, PV hastalarina benzer 6zellikleri oldugu gosterilmistir. Bu 6zellikler artan
hemoglobin, nétrofil sayist; kemik iligi eritropoezi ve graniilopoezi; tromboz sikligi
ve PV’ya doniisiimde artig olarak siralanmistir (Campbell et al 2005). V617F
mutasyonu olan ET hastalarinda, Epo ve ferritin degerleride V617F-Negatif ET
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hastalaria gore dusiiktiir (Campbell et al 2005). Bunun yaninda, V617F-negatif ET
hastalari MPH o6zelligi olan sitogenetik anomaliler, anormal megakaryosit
morfolojisi olan ¢ok hiicreli kemik iligi, PRV(Polisitemia Rubra Vera)’nin artan
ekspresyonu, Epo-bagimsiz eritroid koloni biiylimesi ve miyelofibrotik ya da
16semik doniisiim riski gibi bir¢ok klinik ve laboratuar bulgularina sahiptir
(Campbell et al 2005). Bu bulgu, JAK2V617F’si olan ET ve PV gibi hastalarin
birbirine biyolojik olarak bagl, eritrositoz derecesine gore simiflandirilan ve
fizyolojik ve genetik degiskenlerle degisiklik gosterebildiginin bir kanit1 olmaktadir
(Campbell et al 2005).

Calismaya alinan hastalar homozigosite varligina gore siniflandirildiginda,
PV siiphesiyle gelen 65 hastanin 2’sinde (%3), ET siiphesiyle gelen 42 hastanin
I’inde (%?2), herhangi bir KMPH siiphesiyle gelen 725 hastanin 13’iinde (%]1)
homozigot genotip (V617F / V617F) saptanmistir. Homozigot V617F mutasyonu
kazanimi, polisitemik fenotipe yol acmakta, homozigot mutant genotip PV
hastalarinin %30’unda goriiliirken, ET’de ise daha nadir goriilmektedir (Baxter et al
2005, James et al 2005, Kralovics et al 2005, Levine et al 2005). ET hastalariyla
karsilagtirildiginda, PV hastalarinda hastaligin tant konma siirecinin daha uzun
olmasi, homozigositenin olugabilmesi i¢in yeterli zamani sagliyor olabilir. Yine PV
hastalarinda JAK?2 lokusunun mitotik rekombinasyonunun sikligi homozigositeyle
sonuglaniyor olabilir.

PV hastalarinda, literatiirle caligmamiz arasinda Onemli bir fark goze
carpmaktadir. Farkli ¢alismalarda kullanilan farkli hassasiyete sahip metodlar bu
farkliligin sebebi olabilir. Sonugta, JAK2V617F mutasyonu bir kromozomal
anomali olmadig1 i¢in bu degisikligin hassasiyeti ¢ok yiiksek olan FISH yontemi ile
saptanmast miimkiin degildir (Levine et al 2005). V617F bolgesini igeren eksonda
yapilan dizi analizi, PV, ET ve MMM hastalarinda ve son zamanlarda diger biitiin
KMPH’da bu mutasyon tayinine olanak saglamistir (Jones et al 2005, Steensma et al
2005). Tefferi, homozigot PV hastalarinda, daha yiliksek hemoglobin seviyesine ve
artan kasint1 ve fibrotik komplikasyon egilimi oldugunu gostermistir (Tefferi et al
2005).

Miyelofibroz tanisiyla c¢alismaya alman 8 hastanin  1’inde (%12)
JAK2V617F mutasyonu saptandi (Tablo 14). Daha 6nceki ¢aligmalarda bu oran
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%33-57 arasinda degisiklik gostermektedir (Baxter et al 2005, Kralovics et al 2005,
Hsu et al 2006). Hasta sayisinin yeterli olmamasi karsilagtirma yapmaya olanak

vermemektedir.

Raporlanan sonuglar arasindaki farkliligin temelinde 3 ana neden
bulunmaktadir: 1. Miyeloproliferatif hastalik tanisinda kullanilan kriterlerin
smirliligi, 2. Mutasyonu saptamak ic¢in kullanilan yontemin hassasiyeti, 3. DNA
kaynagi. Bircok caligmada dizi analizi teknikleri kullanilmaktadir. Halbuki, bu
teknikler alele-6zgii PCR ya da ARMS PCR gibi ¢cogaltma kaynakli olan tekniklere
gore daha az hassasiyete sahiptir (Campbell et al 2006). Calismalarin bir¢ogunda
perifer kan nétrofilleri kullanilmakta, bu nétrofillerin ayni klonal 6nciiden ortaya
ciktig1 ve PV’ya degistigi diisiiniilmektedir. JAK2V617F mutasyonu, hemetopoetik
kok hiicreler, miyeloid Oncliler ve megakaryositeritroid oncii fenotiplerle birlikte
notrofil ve trombosit gibi olgun hiicrelerle koloni olusturan hiicrelerde de
goriilmektedir (Jamieson et al 2006, Kiladjian et al 2006).

Bir¢ok miyelofibroz hastasinda JAK2V617F mutasyonu tarayan Tefferi,

mutasyonun daha ¢ok, daha dnce PV hikayesi olan hastalarda oldugunu gostermistir

(Tefferi et al 2005).

Her ne kadar, hastalarimiz arasinda homozigot JAK2V617F mutasyonu olan
hasta bulunmuyor olsa da Kravolics, homozigot mutant olan hastalarin heterozigot
olanlara gore daha farkli bir klinigi oldugunu, hastaligin homozigot olanlarda daha
uzun sireyle seyrettigini ve sekonder miyelofibroz olusumunun hizlandigini

gostermistir (Kralovics et al 2005).

JAK2V617F mutasyonunun bulunmasi PV, ET ve MMM hastaliklarinin
patogenezini anlamaya yardimci olurken, JAK2V617F-Negatif ET ve MMM
hastaliklarinin etiyolojisi hala bilinmemektedir. JAK2V617F-Negatif ET ve MMM
hastalarinda siklikla klonal graniilopoez goriilmekte, bu hastalarda JAK2 mutantinin
bulunamamasi graniilosit katilimi yokluguna isaret etmemektedir (Zhao et al 2005,
Levine et al 2006). Klonal hematopoezin goriilmesi, hastalia yol agan baska
mutasyonlarin varligin1 diisiindiirmektedir (Kiladjian et al 2006, Kralovics et al
2006, Levine et al 2006). Bu olasilik yakin zamanda yapilan bir ¢alismada 45
JAK2V617F-Negatif MMM hastasinin 4’tiinde MPL geninde mutasyon goriilmesiyle
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giin yiiziine ¢ikmistir (Pikman et al 2006). 2006°da, JAK2V617F-Negatif MMM
hastalarinda, 2 yeni MPL somatik mutasyonu (MPL W515L(%5), MPL
WS515L(%1)) bulunmustur. MPL W515L/K mutasyonu hematopoetik hiicrelerde
sitokin-bagimsiz proliferasyon kapasitesine ve JAK / STAT sinyal iletiminin
devamli etkinligine sebep olmaktadir (Pikman et al 2006). Calismadaki MMM hasta

sayisinin yetersiz olmasi karsilastirma yapmay1 giiglestirmektedir.

Hem JAK2V617F mutasyonu hem BCR/ABL transkripti taranan 173
hastanin 7’sinde (%4) hem bu nokta mutasyon hem transkript gozlenmistir (Tablo
15). Elde ettigimiz sonug ilk bakista literatiirle farklilik gosterse de, bu hastalarin
kliniginin atipik ya da klasik KML olarak ayrilmasiyla anlam kazanabilir.Her ne
kadar bir MPH tan bir digerine -6zellikle PV ya da ET’den sekonder miyelofibroza-
transformasyon belli siklikla gergeklesiyor olsa da (hastalig1 takib eden 15-20 yillik
siirecte  %10-20 oraninda) Passamonti, Malabarba, Orlandi, Baraté, Canevari,
Brusamolino, Bonfichi, Arcaini, Caberlon, Pascutto and Lazzarino 2003) ( Cervantes,
Alvarez-Larran, Talarn, Gomez and Montserrat 2002), JAK2V617F mutasyonu
bulunmadan 6nce (Kemp, Stafford and Tanner 1964) (Koulischer, Fruhling and Henry 1967)
(Hoppin and Lewis 1975) (Haq 1990) (Jantunen and Nousiainen 1991) (Roth, Oral,
Przepiorka, Gollin and Chervenick 1993) (Ganti, Potti and Mehdi 2003) (Curtin, Campbell,
Green 2005) (Wahlin and Golovleva 2003) (Mauro, Loriaux and Deininger 2004) (Cesar,
Cabello, Ferro and Navarro 2006) (Araki, Takimoto, Fujimi, Murase, Araki, Takahira,
Matsunaga, Terui, Kogawa, Hirayama, Kato and Niitsu 2007) (Bennett and Chubar 2007)
ve bulunduktan sonra (Scott et al 2005) (Hussein, Bock, Seegers, Flasshove, Henneke,
Buesche and Kreipe 2007)( Bornhduser Mohr, Oelschlacgel, Bornhduser, Jacki, Ehninger
and Thiede 2007)( Kramer, Reiter, Kruth, Erben, Hochhaus, Miiller, Cross, Jones, Ho and
Hensel 2007)( Bocchia, Vannucchi, Gozzetti, Guglielmelli, Poli, Crupi, Defina, Bosi and
Francesco 2007)( Mirza, Frantz, Clarke, Voth and Turner 2007)( Pardini, Fozza, Contini,
Rimini, Ottaviani, Amabile, Rosti and Longinotti 2008)( Kim, Shin, Kim, Yang, Cho, Lee,
Chung, Ryang and Kim 2008)( Jallades, Hayette, Tigaud, Johnston, Coiffier, Magaud and
Ffrench 2008)( Conchon, Costa, Novaes, Dorlhiac-Llacer, de Alencar Fischer Chamone and
Bendit 2008)( Cambier, Renneville, Cazaentre, Soenen, Cossement, Giraudier, Grardel, Lai,

Rose and Preudhomme 2008) MPH’tan KML’ye ya da KML’den MPH’lara
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transformasyon daha az siklikla rapor edilmistir. 290 KML’li hasta ile toplu yapilan
bir ¢aligmada sadece 1 hastada (%0.3) JAK2V617F mutasyonu pozitif bulunmustur
(Scott et al 2005)( Jelinek, Oki, Gharibyan, Bueso-Ramos, Prchal, Verstovsek, Beran,
Estey, Kantarjian and Issa 2005). Bir¢cok hastada, KML, MPH’tan sonra gelismistir
(%67.9). Genel olarak, PV, MPH’lar icerisinde KML ile en ¢ok rastlanan hastalik
(%51.7) olurken, PV’y1 primer miyelofibroz takip etmektedir.(%37.9) ET’nin
KML’ye dontisiimii ile ilgili heniliz herhangi bir yaym bulunmamaktadir. KML ve
KMPH’larin risk faktorleri ¢ok az bilinmektedir.Yas ve radyasyona maruz kalma
KML i¢in risk faktorleri olarak bilinirken,yas ve aile hikayesi MPH’lar igin risk

faktorleri olarak goriilmektedir (Preston, Kusumi, Tomonaga, Izumi, Ron, Kuramoto,

Kamada, Dohy, Matsuo and Matsui 1994)( Landgren, Goldin, Kristinsson, Helgadottir,

Samuelsson and Bjorkholm 2008). Devamli aktif hale gecan JAK2 sinyalizasyonunun

kemik iligindeki sitokin uyarimini arttirdigini, bu durumun miyeloid kok hiicrelerde
genetik degisiklige ve BCR/ABL translokasyonuna sebep oldugu diisiiniilebilir.
JAK2 sinyalizasyonu ve BCR/ABL arasindak bir etkilesim olduguna dair bulgular
bulunmaktadir. BCR/ABL, JAK2 ile bir yap: olusturmakta ve bu yap1 sonraki
tirozin fosforilasyonunu uyarmaktadir ( Xie, Wang, Liu, Sun, Wilson, Smithgall and
Arlinghaus 2001). Literatiirdeki, MPH ve KML birlikteligindeki artan siklik bu iki

hastalik arasinda bir baglanti olduguna igaret etmektedir.

Tablo 15. JAK2V617F mutasyonunun BCR-ABL ile ilgili sonuclari ve literatiir

ile karsilastirilmasi.

-5-) 95 55
(CPR) 21 12
+,-) 50 29
(+,1) 7 4 0.3
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Uzerinde durdugumuz temel kavram farkli endikasyon kriterlerinin
kullaniliyor olmast olunca, endikasyon kriterlerinde JAK2V617F mutasyonu
kesfinin yapildigi 2005’den giinlimiize herhangi bir gelisimin varligini
sorgulamanin gerekli oldugu diisiiniilmiistiir. Mutasyonun ilk sorgulandigi 2006
yilindan gilinlimiize literatiirle uyumun artmis olabilecegi, toplam hasta icerisindeki
farkliligin aslinda ilk senelerdeki tecriibesizlik ve endikasyon kriterlerinin
yetersizliginden kaynaklanabilecegi olasiydi. 2006 yilinda JAK2V617F varligi
sorgulanan 122 hastanin 34’tinde (%27), 2007 yilinda 145 hastanin 48’inde (%33),
2008 yilinda 297 hastanin 82’sinde (%27), 2009 yilinda su ana kadar gelen 161
hastanin 46’sinda (%28) toplamda 725 hastanin 210’unda (%28) mutasyon saptandi
(Tablo 16). Oranlar 2006’dan giiniimiize sirasiyla % 27, 33, 27 ve 28 seklinde
gozlendi. Biitlin hastalar igerisindeki oran %28 olarak saptandi (Tablo 16). Yillar
gectikce birbirine yakin olan oranlar1 goriilmesi endikasyon kriterlerinde 6nemli bir

degisikligin olmadigina isaret etmektedir.

Tablo 16. Yillara gore JAK2V617F mutasyonu saptanan hasta oranlari

Mutant Tip (F617) 34 48 82 46 210
Toplam Hasta 122 145 297 161 725
% Mutant(V617F) 27 33 27 28 28

Kronik miyeloproliferatif hastalikla sonuglanan olgularin bu mutasyonlar
disinda heniliz kesfedilmemis baska mutasyonlardan kaynaklandig1 goriisi,
literatiirle olan farki agiklamak icin daha uygun goriinmektedir. Zamanla yeni
kesfedilen mutasyonlarin hastaliklarin ¢ehresini-endikasyonlara yaklagimi, tedavi

sekli- degistirdigi agiktir. KMPH’da da 6zellikle JAK2 geninin kalan bolgesinde
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hala tanimlanmamis mutasyonlarin varligi bu farkliligi agiklamamiza yardimci

olabilecektir.

PV, ET ve MMM tedavisi i¢in, JAK2V617F’nin bulunmasi umut verici
olmustur. Her ne kadar JAK kinaz inhibitorlerinin JAK2’ye kars1 6zgiil etkinligi
daha once karakterize edilmis olsa da (Meydan et al 1996), bu bilesikler klinik ve
klinik o6ncesi uygulamada yeterli olamamigslardir. Yakin zamanda, yeterli
potansiyelde bilesikler bulunmus, bu bilesiklerim nanomolar aktivitesinin
JAK2V617F kaynakli biliyime ve sinyal iletimini durdurabildigi gosterilmistir
(Levine et al 2005).

JAK2V617F, JAK2 Ekson 12 mutasyonlart ya da MPL WS5IS5L/K
mutasyonlarin1 icermeyen MPH’1n genetik yapisi hala kesfedilememis olup, JAK-
STAT sinyal iletim yolagl bilesenlerinin analiziyle yeni mutant alellerin

bulunabilecegi kaginilmaz goriinmektedir.

Bu noktaya kadar pozitif hasta sayisinin toplam hasta sayisi igerisindeki
diisiik oran1 sebebleri sorgulandi. Farklilik diisiik mutasyon oranindan degil, yiiksek
sayidaki negatif hasta sayisindan da kaynaklaniyor olabilir. Hastalarin benzer
fenotipik Ozellikleri ve devaminda yetersiz klinik endikasyonlar bize gdre bu
farkliligin en temel sebebini olusturmaktadir. DSO yeni kesifler ile her gecen giin
hastaliklara bakis agisin1 degistirmekte, tan1 ve tedavi kriterlerine yon vermektedir.
Bu kriterlerin yeterince takip edilememesi hastalik teshisinde yanilsamalara sebep

olabilmektedir.

Kriterlerdeki farklilik benzer hikayesi olan hastaliklarin birbiriyle
karigtirillmasina sebep olabilmektedir. Hekim, JAK2V617F mutasyonu varligiyla
iliskilendirilmis PV gibi hastaliklar1 géz ardi etmek i¢in hastada JAK2V617F
mutasyonu olmadigini teyit etmeye calismaktadir. Bunu yaparak dogru tani
koyabilmek adina olast hastalik seceneklerini indirgemektedir. JAK2V617F
mutasyonu varligini sorgulanirken, 06zellikle PV siiphesiyle yaklasildigi igin
hastalik endikasyonu PV olarak yazilmakta buna paralel olarak netlesmemis
kriterler ile caligmaya alinan hasta, yiliksek oranda negatif c¢ikmaktadir.

JAK2V617F-Negatif PV endikasyonlu hasta sayisinin artmasi dogal olarak
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JAK2V617F-Pozitif PV hastalarinin toplam hasta sayis1 igerisindeki oranini

diisiirmektedir.

JAK2V617F mutasyonu sorgulayan hekimlerin ayni hekimler olmadigin
da diistiniirsek klinik ile laboratuvar arasindaki iletisim eksikliginin ¢ok ileri

noktalarda oldugunu soyleyebiliriz.

Bu calismaya alinan hastalar, iki kurumun igbirligi ile sonuglandirilmis
olup, dahil edilen hastalarin bu kurumlara bagvuran hastalar oldugu gbéz Oniinde
bulunduruldugunda; elde edilen istatistiksel sonuglarin, Tiirk popiilasyonunun

geneline uyarlanmasi dogru degildir.

Daha dogru sonuglar elde etmek i¢in cinsiyet, yas, hastalik endikasyon
bilgileri gibi 6zellikleri de dikkate alarak, ¢ok merkezli, toplu yapilacak bir ¢alisma
iilkedeki JAK2V617F mutasyon varliginin dagilimini ifade etmek adina daha uygun

bir ¢dziim olacaktir.
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